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Zusammenfassung 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Erweiterung des etablierten Stu-
dienmodells Xenopus laevis zur Untersuchung der Wirkung von endocrine 
disruptors auf die Reproduktionsbiologie von Amphibien. 
Um einen Einblick in die grundlegenden Mechanismen der sexuellen Diffe-
renzierung von Amphibien zu gewinnen, wurden die Konzentrationen be-
stimmt, mit denen androgene und estrogene Sexualsteroide während der 
larvalen Entwicklung in verschiedenen Stadien von Xenopus vorliegen. Pa-
rallel wurde das Auftreten der korrespondierenden Rezeptoren im Verlauf der 
Entwicklung untersucht, über welche die hormonelle Wirkung vermittelt wird. 
Auf der Basis der gewonnenen Erkenntnisse konnte eine neue Hypothese 
zur sexuellen Differenzierung von Amphibien entwickelt und vorgestellt wer-
den. Sie stellt das Enzym 5α-Reduktase, das die Umwandlung von Testoste-
ron in das potentere und nicht weiter aromatisierbare Androgen Dihydro-
testosteron (DHT) bewerkstelligt, in den Mittelpunkt des Prozesses der Ge-
schlechtsdifferenzierung. Abhängig von der genetisch bedingten Expression 
dieses Enzyms kommt es zu einem höheren oder niedrigeren Auftreten des 
DHT und damit zu Unterschieden im Verhältnis von DHT zu Estradiol (E2). 
Der Charakter dieses Verhältnisses scheint der entscheidende Auslöser für 
die Entwicklung eines weiblichen oder männlichen Phänotyps zu sein. 
In einem zweiten, anwendungsorientierten Teil wurde untersucht, in wie weit 
die bislang auf Laboruntersuchungen beschränkte Arbeit mit X. laevis auf 
Feldstudien erweiterbar ist und ob sich auf diese Weise gewonnene Daten 
auf die Situation heimischer Amphibien übertragen lassen. Parallele Exposi-
tionen des Krallenfrosches einerseits und des Grasfrosches (Rana tempora-
ria) andererseits gegenüber realen Medien unter Freilandbedingungen bestä-
tigten die hervorragende Eignung des Studienmodells X. laevis zur Beurtei-
lung endokriner Belastungssituationen. Darüber hinaus konnte gezeigt wer-
den, dass sich durch die Verwendung von Festphasenextrakten die endokri-
nen Wirkungen komplexer Matrizes unter standardisierten Laborbedingungen 
charakterisieren lassen. Rezeptorbindungsstudien sowie Untersuchungen 
zur Genexpression spezifischer Marker, histologische Betrachtungen von 
Gonadengewebe und die Bestimmung von Geschlechterverhältnissen er-
möglichten Aussagen auf vielfältigen Nachweisebenen. Auf diese Weise 
konnte das Potenzial, mit dem Proben jeder Art, sowohl durch kurz- als auch 
durch langfristige Exposition, adverse Effekte auf das amphibische Hormon-
system hervorrufen können, umfassend und differenziert analysiert werden. 
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Amphibien, Xenopus laevis, endokrine Disruption, Sexualdifferenzierung, 
Umwelt 
Abstract 
The presented work aims to contribute to the various opportunities of study-
ing the effects of endocrine disruption on sexual differentiation in amphibians 
provided by the well established model Xenopus laevis. 
In order to gain insight into the basic mechanisms underlying the sexual dif-
ferentiation in amphibians, the concentrations of androgen and estrogen sex-
ual steroids during several stages of the larval development of Xenopus were 
determined. In parallel, the ocurrence of the corresponding receptors, which 
mediate the effects of the respective hormones, was observed. 
Based on the results of the studies described, a new hypothesis regarding 
sexual differentiation in amphibians is presented, which assignes the enzyme 
5α-reductase as the central element of sexual development. This enzyme 
converts the androgen testosterone into dihydrotestosterone, which can not 
be aromatized into estradiol. Depending on the genetic sex of the indivual, 
genexpression of 5α-reductase may differ and therefore lead to a character-
istic ratio of androgens and estrogens. We suggest, that this ratio might be 
the essential trigger for amphibians to develop into a male or a female. 
A second part aimed to enlarge the Xenopus model to the use in field studies 
and to proof the transferability of such data to the situation of endemic am-
phibians. Exposure in parallel of Xenopus on one hand and the green frog 
Rana temporaria on the other to the effluent of a bavarian wastewater treat-
ment plant revealed the exceeding suitability of the model to asess the endo-
crine charge of the environment. Furthermore, the use of solid phase extracts 
derived from natural samples allowed the characterization of the respective 
endocrine potential under standardized laboratory conditions. Rezeptor bind-
ing studies, detection of genexpression of specific biomarkers, histological 
examination of gonadal tissue and the determination of sex ratios provided 
the evaluation of effects on several levels of investigation. By this means the 
Xenopus model offers the opportunity to assess the ability of any kind of 
sample to cause endocrine impacts on amphibians after short time as well as 
after long time exposure in a broad and at the same time differentiated way. 
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1 EINLEITUNG 
 
Die Gefährdung, die von anthropogenen Substanzen oder Substanzgemi-
schen für die Umwelt ausgeht, wird gegenwärtig in erster Linie durch (öko-) 
toxikologische Studien bestimmt. Die vergangenen Jahre haben in verstärk-
tem Maße gezeigt, dass diese Untersuchungen nicht ausreichen, um das 
vollständige Potenzial zu erfassen, mit dem Stoffe die Umwelt beeinträchti-
gen können. 
Abseits der „klassischen“ toxischen Effekte, die Stoffe auf Organismen 
haben können, rückten in den beiden letzten Jahrzehnten Substanzwirkun-
gen in den Vordergrund, die eine Beeinflussung des Hormonsystems nach 
sich ziehen. Das endokrine System (gr. endon: innen, krinein: absondern) 
dient Tieren neben dem Immun- und Nervensystem dem Austausch von In-
formationen zwischen der Umwelt und dem Organismus sowie zwischen Tei-
len des Individuums selbst. Seine Aufgabe ist es, durch Steuerung physiolo-
gischer Prozesse wie Metabolismus, Osmoregulation, Farbwechsel, Repro-
duktion, Verhalten, Entwicklung und Metamorphose, die langfristige Homö-
ostase eines Organismus aufrecht zu erhalten. Diese Funktion wird durch 
Hormone (gr. hormein: anregen) vermittelt: chemische, interzelluläre Boten-
stoffe, die in geringen Konzentrationsbereichen wirksam sind (BOLANDER 
1994; NORRIS 1997). 
Eine grundlegende Klassifizierung unterscheidet diese Wirkstoffe nach 
ihrer chemischen Struktur in lipophile und hydrophile Hormone. Die lipophilen 
Hormone wie Steroide und Schilddrüsenhormone sind aufgrund ihres Auf-
baus in der Lage, durch biologische Membranen zu diffundieren. Steroide 
binden im Cytosol der Zielzellen an spezifische Rezeptoren. Dieser Hor-
mon/Rezeptor-Komplex wandert in den Zellkern, um dort durch DNA-
Interaktion eine differenzierte und meist länger anhaltende Beeinflussung der 
Genexpression auszulösen, über die die Wirkung des Hormons vermittelt 
wird. Schilddrüsenhormone dagegen diffundieren in den Zellkern und binden 
an dort vorhandene, spezifische Rezeptoren, ehe die weitere Initiation der 
Hormonwirkung in gleicher Weise wie bei den Steroiden erfolgt. Um die 
Verbreitung der lipophilen Hormone im Organismus zu ermöglichen, sind 
diese im Blutstrom an hydrophile Transportproteine gebunden. 
Zu den hydrophilen Hormone gehören die Catecholamine und Peptid-
hormone. Aufgrund ihrer Hydrophilität ist es ihnen nicht möglich, passiv in 
Zielzellen einzudringen, weshalb sie ihre Wirkung auf einem alternativen 
Weg entfalten. Dies erfolgt durch Bindung an spezifische Rezeptoren an der 
Zelloberfläche, an denen sie eine Konformationsänderung hervorrufen, wo-
durch die Bildung eines sogenannten „second messengers“ (Kalzium, cAMP 
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oder anderen) in der Zielzelle bewirkt wird. Über diesen Mechanismus wird 
durch Beeinflussung von Ionenkanälen oder Aktivierung bzw. Deaktivierung 
intrazellulärer Enzyme eine vergleichsweise rasche und kurzfristige Wirkung 
der hydrophilen Hormone vermittelt. 
 
 
1.1 ENDOCRINE DISRUPTION 
 
Seit einiger Zeit ist bekannt, dass in der Umwelt vorhandene Substanzen in 
der Lage sind, in die Hormonsysteme der Tierwelt und des Menschen ein-
zugreifen (COLBORN & CLEMENT 1992). Ohne direkte toxische Wirkung zu be-
sitzen, entfalten diese Stoffe durch Beeinflussung des endokrinen Systems 
eine nachhaltige Wirkung auf die betroffenen Organismen (COLBORN ET AL. 
1993, MCLACHLAN & ARNOLD 1996). 
Nach der Definition des EU-Workshops in Weybridge (1996) sind diese 
sogenannten „endocrine disruptors“ Stoffe exogener Herkunft, die adverse 
Effekte auf die Gesundheit eines Organismus oder seiner Nachkommen in 
der Folge von Veränderungen der endokrinen Funktion hervorrufen können 
(European Comission 1996). Diese Definition ist recht weit gefasst und kann 
auch chemische Gifte im klassischen Sinne mit einschließen, die durch das 
Auslösen von Stresserscheinungen oder Umstellungen des Stoffwechsels 
Einfluss auf das Hormonsystem nehmen. Aus diesem Grund werden gegen-
wärtig engere Definitionen diskutiert, die endocrine disruptors als endokrin 
aktive Stoffe sehen, die spezifische Effekte auf verschiedene Ebenen des 
Hormonsystem hervorrufen, ohne relevante toxische Wirkungen zu entfalten 
(KLOAS 2001). 
Die meisten Studien, die sich mit endocrine disruptors befassen, berich-
ten von Verweiblichungseffekten, die in beinahe allen Wirbeltierklassen durch 
den Einfluss von estrogenartigen Substanzen auftreten (SCHÄFER ET AL. 
1996). Darüber hinaus sind jedoch auch synthetische oder natürliche Chemi-
kalien bekannt, die als Estrogene, Antiestrogene, Androgene, Antiandrogene 
oder Substanzen, die das Schilddrüsensystem beeinflussen, wirken 
(COLBORN ET AL. 1993, SONNENSCHEIN & SOTO 1998, VOS ET AL. 2000). Die 
chemischen Strukturen dieser Stoffe sind sehr heterogen, vorwiegend han-
delt es sich jedoch analog der natürlichen Steroide und Schilddrüsenhormo-
ne um lipophile Substanzen. In den Vordergrund des Interesses sind dabei 
estrogene Chemikalien unterschiedlicher Herkunft (Xenoestrogene) getreten, 
die in der Umwelt in relevanten Konzentrationen vorliegen (VAN DER KRAAK 
1998). 
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Begründet durch die Annahme, dass der vorwiegende Anteil in der 
Umwelt vorkommender endocrine disruptors estrogener Natur ist, wird die 
Auslösung adverser Effekte auf die Reproduktion von Tierwelt und Mensch in 
erster Linie solchen Xenoestrogenen zugeschrieben. Diese stehen im Ver-
dacht, die Gesundheit des Menschen durch Beeinflussung der fetalen Ent-
wicklung (BERN 1998), einer Erhöhung der Rate von Brustkrebs (DAVIS ET AL. 
1993), Hodenkrebs, Hodenhochstand und einem fortschreitenden Rückgang 
der fertilen Spermienzahl des Mannes (CARLSEN ET AL. 1992, SHARPE & 
SKAKKEBAEK 1993) zu beeinträchtigen. 
In der Tierwelt sind Störungen der Reproduktion durch endocrine dis-
ruptors für Säugetiere (FACEMIRE ET AL. 1995), Vögel (FRY & TOONE 1981; FRY 
1995), Reptilien (GUILLETTE & CRAIN 1996; SEMENZA ET AL. 1997) und Fische 
(MUNKITTRICK ET AL. 1991; PELISSERO ET AL. 1993) beschrieben. Solche Be-
einflussungen sind insbesondere für solche Gebiete bekannt, in denen die 
Tiere einer Vielzahl an chemischen Stoffen anthropogener Herkunft wie Fun-
giziden, Herbiziden, Pestiziden und industriellen Abwässern ausgesetzt sind 
(COLBORN ET AL. 1996). 
Die Verbreitung von Estrogenen und Androgenen als Sexualsteroide im 
Tierreich ist im Wesentlichen auf Vertebraten beschränkt, außer in Wirbeltie-
ren sind sie lediglich in Mollusken und Echinodermen zu finden. Studien an 
Mollusken haben gezeigt, dass diese z.T. sensitiver auf eine Behandlung mit 
estrogen wirksamen endocrine disruptors reagieren, als dies bei Vertebraten 
der Fall ist (OEHLMANN ET AL. 1999, SCHULTE-OEHLMANN ET AL. 2000). Wis-
senschaftliche Untersuchungen, die die Beeinflussung von Hormonsystemen 
anderer Evertebraten zum Gegenstand haben, sind bislang nicht bekannt. 
Die Wirkungsweise einiger Insektizide beruht jedoch darauf, die Funktionen 
des Juvenilhormons der Insekten nachzuahmen (HARMON ET AL. 1995). Sol-
che Insektizide entfalten ihre Wirkung demnach bestimmungsgemäß als en-
docrine disruptor. 
Für viele der als endocrine disruptors in Frage kommenden Stoffe sind 
Oberflächengewässer die Medien, über die die Ausbreitung in der Umwelt 
erfolgt. Entsprechend sind Organismen, die aufgrund ihrer Lebensweise zu-
mindest einen Teil ihres Daseins obligatorisch im Wasser verbringen, beson-
ders gefährdet. Diese intensive Expositionssituation ist für Fische (KIME 
1998) und Amphibien gegeben. 
Einen wichtigen Hinweis auf die Präsenz und Wirksamkeit von endocri-
ne disruptors in der Umwelt lieferte der Nachweis, dass männliche Regenbo-
genforellen (Oncorhynchus mykiss), die im Auslauf britischer Kläranlagen in 
Käfigen gehalten wurden, Feminisierungserscheinungen aufwiesen (PURDOM 
ET AL. 1994). Der dabei verwendete Biomarker war das Vitellogenin, eine 
Vorstufe des Dotterproteins, das alle oviparen Wirbeltiere bilden (WAHLI ET 
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AL. 1981, BROCK & SHAPIRO 1982). Vitellogenin wird spezifisch durch das 
weibliche Sexualsteroid 17β-Estradiol induziert und ist in männlichen Forellen 
unter natürlichen Umständen nicht nachzuweisen, weil der Gehalt an 17β-
Estradiol im Blutplasma nicht ausreicht, um die Bildung des Biomakers aus-
zulösen. Die untersuchten Kläranlagenausläufe enthielten jedoch estrogen 
wirksame Substanzen in einem Umfang, der in einer Induktion des Vitelloge-
nins in männlichen Forellen resultierte (JOBLING & SUMPTER 1993; SUMPTER 
1995). 
 
 
1.2 AMPHIBIEN ALS STUDIENMODELL 
 
In den vergangenen Jahrzehnten ist weltweit ein Rückgang der Amphibien-
populationen zu beobachten (BLAUSTEIN & WAKE 1990). Neben zunehmender 
Belastung durch UV-Strahlung (BLAUSTEIN ET AL. 1994), Kontamination mit 
toxischen Stoffen und Habitatsveränderungen (HOULAHAN ET AL. 2000, CAREY 
2000) stehen auch endocrine disruptors im Verdacht, einen Beitrag zu die-
sem Phänomen zu leisten (CAREY & BRYANT 1995). 
Deshalb, aber auch wegen des fundierten Wissens, das aufgrund der 
Forschung in Vergangenheit und Gegenwart bezüglich Endokrinologie und 
Entwicklungsbiologie dieser Tiergruppe zur Verfügung steht, bieten sich Am-
phibien zur Untersuchung von endocrine disruptors an. Ihre Eignung als 
Testorganismen in ökotoxikologischen Studien ist gut dokumentiert (HENRY 
2000). 
Amphibien leben zumindest während ihrer Larvalentwicklung perma-
nent aquatisch, was eine kontinuierliche Exposition gegenüber vorhandenen 
Schadstoffen im Umgebungsmedium zur Folge hat. Der Laich weist im Ge-
gensatz zu allen anderen Anamniota keine Schale oder Membran auf und die 
Kaulquappen besitzen eine hochpermeable Haut, so dass exogene Substan-
zen während der gesamten Larvalentwicklung in hohem Maß bioverfügbar 
sind und eine Akkumulation im Organismus möglich ist. Der Zeitraum bis 
zum Abschluss der Metamorphose stellt somit die sensitivste Phase gegen-
über exogenen Faktoren und damit auch gegenüber endocrine disruptors in 
der Entwicklung der Amphibien dar. 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit endokrinen Beeinträchtigun-
gen, die Auswirkungen auf die amphibische Reproduktionsbiologie haben. 
Wie bei den meisten Hormonsystemen von Wirbeltieren liegt auch bei die-
sem ein hierarchischer Aufbau zu Grunde. Der Hypothalamus, selbst beein-
flusst vom zentralen Nervensystem, steuert durch die Abgabe von „releasing“ 
bzw. „inhibiting“ Hormonen die sekretorische Aktivität der Hypophyse. Die 
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gonadotropen Hormone der Hypophyse wiederum regulieren die Ausschüt-
tung der Sexualsteroide in den peripheren Hormondrüsen. Die Geschlechts-
hormone wirken einerseits auf die entsprechenden Zielzellen in den Gewe-
ben, andererseits in negativen feedback-Mechanismen auf Hypothalamus 
sowie Hypophyse zurück und leisten so einen Beitrag zur humoralen Homö-
ostase des Organismus. Ergänzt wird dieses System durch Transportprotei-
ne, an die die Hormone im Blutstrom gebunden sind, sowie Abbau- und Aus-
scheidungsprozesse, die auf die Konzentration der Steroide im Blut Einfluss 
nehmen. Ein störungsfreies Zusammenspiel der genannten Komponenten 
des Systems, resultiert in einer funktionierenden Regulation von Estrogenen 
und Androgenen und ermöglicht eine normale geschlechtliche Differenzie-
rung und Entwicklung, die Produktion fertiler Spermien und Eizellen sowie 
das artgerechte Paarungsverhalten. 
Die Möglichkeiten zur Beeinflussung des Hormonsystems sind aufgrund 
seiner komplexen Organisation vielfältig. Abb. 1.1 zeigt die Funktionsweise 
der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse weiblicher und männlicher 
Amphibien sowie die Rolle der Leber, von deren Genprodukten einige als 
spezifische Biomarker für die Wirkungen von Sexualsteroiden verwendet 
werden können. Ergänzend sind die denkbaren Angriffspunkte dargestellt, 
über die endocrine disruptors potentiell auf dieses Gefüge einwirken. 
Angeregt durch das vom Hypothalamus gebildete Gonadotropin relea-
sing Hormon (GnRH) erfolgt die Sekretion der glandotropen Hormone der 
Hypophyse, FSH (Follikel stimulierendes Hormon) und LH (luteinisierendes 
Hormon) ins Blut. Auf diesem Weg erreichen diese im weiblichen Tier die 
Follikelzellen des Ovars und stimulieren dort die Bildung von 17β-Estradiol 
(E2). Zu diesem Zweck wird hauptsächlich in den Thekazellen gebildetes 
Testosteron (T) in die Granulosazellen transportiert, dort durch das Enzym 
Aromatase in E2 umgewandelt und in den Blutstrom abgegeben, wo 90-95% 
des E2 an das Transportprotein SBP (Sexualsteroid bindendes Protein) ge-
bunden vorliegen. Ein erhöhter E2-Spiegel wirkt in negativer Rückkopplung 
auf Hypothalamus und Hypophyse zurück und vermindert dort die Freiset-
zung von GnRH bzw. FSH und LH. Freies E2 im Blut kann an der Zielzelle 
aufgrund seiner lipophilen Struktur die Zellmembran passieren und im Cyto-
sol an den Estrogenrezeptor binden. Dieser Hormon/Rezeptor-Komplex 
wandert in den Zellkern, wo ein Dimer dieser Komplexe durch Bindung an 
E2-responsive Elemente (ERE) der DNA die Transkription E2-spezifischer 
Gene auslöst (BEATO ET AL. 1995). 
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse bei weiblichen (A) und männlichen (B) Amphibien. Neben den 
feedback-Mechanismen zur Regulation der Sexualsteroide und der biolo-
gischen Funktionen von Estradiol bzw. Androgenen in der Leber sind die 
potenziellen Angriffspunkte von endocrine disruptors (I-VI) dargestellt. 
AR: Androgen Rezeptor, ARE: Androgen responsives Element, ZNS: 
Zentralnervensystem, E2: 17β-Estradiol, ED: endocrine disruptor, ER: 
Estrogen Rezeptor, ERE: Estrogen responsives Element, FSH: Follikel 
stimulierendes Hormon, GnRH: Gonadotropin releasing Hormon, GR: 
Granulosazelle, IZ: interstielle Zelle, LH:  luteinisierendes Hormon, 
mRNA: messengerRNA, RBP: Retinol binding protein, SBP: Sexualste-
roid bindendes Protein, SZ: Sertoli Zelle, T: Testosteron, TH: Theca Zelle, 
VG: Vitellogenin (nach KLOAS 2002, verändert) 
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Zu diesen Genen, von denen durch E2 verstärkt mRNA-Transkripte erstellt 
und damit in der Folge durch Translation Proteine hergestellt werden, gehö-
ren das Dotterprotein Vitellogenin (WAHLI ET AL. 1979; PERLMAN ET AL. 1984), 
der Estrogen Rezeptor (TATA 1987), und das Retinol binding protein 
(MCKEARIN ET AL. 1987; MCKEARIN & SHAPIRO 1988). 
Die Steuerung der Androgenfreisetzung in männlichen Amphibien wird 
analog zum weiblichen Organismus durch die beschriebene hierarchische 
Struktur und die integrierten feedback-Mechanismen geleistet. Die Gegen-
wart von FSH und LH führt in den interstitiellen (Leydigschen) Zellen (IZ) der 
Hoden zur Produktion der Androgene, bei Anuren sind das hauptsächlich 
Testosteron und Dihydrotestosteron. Die Androgene binden an das gleiche 
SBP wie E2 und die Vermittlung der Wirkung an den Zielzellen über cytosoli-
sche Androgenrezeptoren und entsprechende Denaturierung nach DNA-
Interaktion erfolgt analog den Estrogenen. Allerdings resultiert dieser Pro-
zess im Fall der Androgene oftmals in der Repression spezifischer Gene und 
nicht wie bei E2 in einer Aktivierung. So wird beispielsweise in Xenopus lae-
vis die Expression des RBP durch Androgene sowohl in vivo (MCKEARIN ET 
AL. 1987; MCKEARIN & SHAPIRO 1988) als auch in vitro (KLOAS ET AL. 2000) 
herabgesetzt. 
Mögliche Stellen, an denen ein direkter Eingriff durch endocrine disrup-
tors in diese hormongesteuerten Systeme erfolgen kann, sind: (I) Bindung an 
das SBP, (II) Bindung an die Steroidrezeptoren, die zu (III) Veränderungen 
der Expression der genannten Biomarker führen und (IV) Beeinflussung der 
feedback-Mechanismen auf Hypothalamus und Hypophyse. Indirekt können 
diese Systeme beeinträchtigt werden, in dem endocrine disruptors auf (V) die 
Zellen der Steroidsynthese und die beteiligten Enzyme oder (VI) die Ge-
schlechtsdifferenzierung wirken. 
Im Unterschied zu höheren Wirbeltieren ist von einigen Amphibien be-
kannt, dass sich die Verteilung der Geschlechter unabhängig vom Genotyp 
verändert, wenn während der Larvalentwicklung eine Behandlung mit Sexu-
alsteroiden erfolgt. Eine Exposition gegenüber Estrogen in der sensitiven 
Periode der Sexualentwicklung hat eine Verweiblichung zur Folge, während 
die Gegenwart von Androgenen im Umgebungsmedium in dieser Phase zu 
einer Vermännlichung führen kann (WITSCHI & ALLISON 1950; WITSCHI 1971; 
GALLIEN 1974; HAYES 1998; WALLACE ET AL. 1999; KLOAS 2002). Damit bieten 
Amphibien die Möglichkeit, den Einfluss von exogenen Substanzen auf die 
Sexualdifferenzierung in vivo zu untersuchen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Südafrikanische Krallen-
frosch Xenopus laevis (Daudin, 1803) als Studienobjekt herangezogen. Auf-
grund seiner recht einfachen Hälterung unter Laborbedingungen und der Fä-
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higkeit zur ganzjährig induzierbaren Reproduktion (DEUCHAR 1975; HILKEN ET 
AL. 1995) ist X.laevis in der Vergangenheit zu einem intensiv genutzten For-
schungsobjekt in Entwicklungsbiologie und Physiologie geworden. Die Ent-
wicklung des Krallenfrosches vom befruchteten Ei bis zum Abschluss der 
Metamorphose ist innerhalb einer Normentafel in 66 Stadien unterteilt wor-
den (NIEUWKOOP & FABER 1994), an der sich alle Angaben zum Entwick-
lungsgrad der Tiere, die in dieser Arbeit gemacht werden, orientieren. 
Der Genotyp männlicher Tiere von X. laevis ist ZZ, während die weibli-
chen Tiere den heterogametischen Genotyp ZW zeigen. Da X.laevis keine 
heteromorphen Sexualchromosomen besitzt, ist eine histologische Unter-
scheidung der beiden Genotypen nicht möglich (SCHMID & STEINLEIN 1991). 
Unter natürlichen Umständen entwickeln sich aus dem Laich von X. laevis 
gemäß der genetischen Anlage jeweils zur Hälfte weibliche und männliche 
Tiere. Dieses Verhältnis ist durch Behandlung mit Substanzen im Umge-
bungsmedium während der larvalen Entwicklung veränderbar (KLOAS ET AL. 
1999). Neben dieser Möglichkeit, die Beeinflussung der sexuellen Differen-
zierung in vivo zu untersuchen, ist X. laevis als Studienmodell zur Untersu-
chung von endocrine disruptors auf mehreren Nachweisebenen in vitro etab-
liert. Dazu zählen Bindungsstudien an den cytosolischen Estrogenrezeptor 
aus der Leber von X. laevis (LUTZ & KLOAS 1999) und die Erfassung biologi-
scher Wirkung auf zellulärer Ebene durch die Bestimmung der Induktion ver-
schiedener Biomarker in Primärkulturen von Hepatozyten des Krallenfro-
sches (KLOAS ET AL. 1999, 2000). 
 
 
1.3 ZIELE DER ARBEIT 
 
Der Großteil der Experimente, die bisher zur Untersuchung der Sexualdiffe-
renzierung bei Amphibien durchgeführt wurden, basiert auf der Annahme, 
dass sich ausgehend vom genetisch festgelegten Geschlecht während der 
larvalen Entwicklung Ovar bzw. Testes ausbilden, die wiederum für die weite-
re Entwicklung zum adulten weiblichen bzw. männlichen Tier verantwortlich 
zeichnen (KELLEY 1996). 
Es fehlten bislang Studien, die Aussagen über die Mengen an Sexu-
alsteroiden - sowohl von Androgenen als auch von Estrogenen - zulassen, 
die während der larvalen Entwicklung vom Ei bis zum juvenilen Tier in den 
Organismen vorliegen. Darüber hinaus existiert eine kontroverse Diskussion 
über die Frage, ob die vorhandenen Steroide auch maternalen Ursprungs 
sein könnten oder ausschließlich endogener Produktion ab bestimmten Ent-
wicklungsstadien des Amphibs entstammen. 
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Ebenso war zu Beginn der vorliegenden Arbeit nicht bekannt, in wel-
chen Entwicklungsstadien die zugehörigen Estrogen- und Androgenrezepto-
ren auftreten und in welchem Umfang dies geschieht. Daten, die eine Beur-
teilung der Verhältnisse hinsichtlich der genannten Parameter während der 
Entwicklung ermöglichen, könnten neue Aspekte zum Verständnis grundle-
gender Mechanismen der sexuellen Differenzierung von Amphibien beitra-
gen. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit die Gehalte der 
natürlichen Sexualsteroide 17β-Estradiol sowie der Androgene (summarische 
Bestimmung von Testosteron und Dihydrotestosteron) ermittelt, die von Be-
ginn der Ei-Entwicklung bis zum Zeitpunkt zwei Monate nach Abschluss der 
Metamorphose des Krallenfrosches vorliegen. Parallel hierzu wurde über den 
gleichen Zeitraum hinweg die Expression der entsprechenden Rezeptoren 
untersucht. 
Beobachtungen zur Beeinflussung der sexuellen Differenzierung in vivo 
berichten überwiegend von Feminisierungserscheinungen, die auf die Expo-
sition gegenüber estrogenen Substanzen zurückzuführen sind. Studien, die 
andere mögliche Wirkrichtungen prüfen, sind selten und haben z.T. wider-
sprüchliche Daten geliefert (vgl. RASTOGI & CHIEFFI 1975). Daher wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit vergleichend untersucht, welchen Einfluss 
im Umgebungsmedium präsente Stoffe mit estrogener, antiestrogener, 
androgener und antiandrogener Wirkung auf die Geschlechtsentwicklung von 
X. laevis nehmen. 
Das Wissen um langfristige Effekte, die eine dauerhafte Behandlung mit 
hormonell wirksamen Substanzen nach sich zieht, ist gering. Zwar ist die 
Festlegung des Geschlechtes bereits vor der Metamorphose abgeschlossen, 
die Ausdifferenzierung der Gonaden zu funktionellen Hoden bzw. Ovarien 
erfolgt aber erst in der juvenilen Phase. Ob und in welcher Form diese Go-
nadenreifung durch exogene Einflüsse beeinträchtigt werden kann, ist nicht 
bekannt. Der Krallenfrosch eignet sich für Untersuchungen dieser Fragestel-
lung hervorragend, weil er auch nach der Metamorphose aquatisch lebt und 
keinen Habitatswechsel in terrestrischen Bereiche vollzieht. Dadurch ergibt 
sich auch nach Abschluss der larvalen Entwicklung eine intensive Expositi-
onssituation gegenüber im Wasser vorhandenen Substanzen. 
In einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nach-
gegangen, ob die Vielzahl an Methoden auf unterschiedlichen Nachweisebe-
nen, die das Studienmodell X. laevis zur Untersuchung von endocrine disrup-
tors unter Laborbedingungen bietet, auch für Freilandstudien geeignet ist. Zu 
diesem Zweck wurden im Rahmen einer Kooperation mit dem Bayerischen 
Landesamt für Wasserwirtschaft (Forschungsstation Wielenbach) die Unter-
suchung des endokrinen Potenzials durchgeführt, das im Auslauf der Kläran-
lage Starnberg (Bayern) enthalten ist. Neben der Anwendbarkeit von Labor-
Einleitung 
- 16 - 
methoden auf reale Bedingungen stand dabei die Frage im Vordergrund, ob 
sich Ergebnisse, die bei Verwendung des Südafrikanischen Krallenfrosches 
X. laevis ermittelt wurden, auf einheimische Amphibienarten übertragen las-
sen. Aus diesem Grund wurden parallel zur Behandlung von X. laevis ver-
gleichend Kaulquappen des heimischen Grasfrosches Rana temporaria (Lin-
né 1758) während ihrer Larvalentwicklung gegenüber dem Starnberger Klär-
anlagenauslauf exponiert und untersucht. 
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2 MATERIAL & METHODEN 
 
2.1 TIERE 
Zur Etablierung einer eigenständigen Zucht im Labor „Experimentelle Toxiko-
logie und Ökologie“ der BASF AG Ludwigshafen wurden adulte Xenopus 
laevis (Daudin, 1803) aus dem Bestand des Zoologischen Instituts II der Uni-
versität Karlsruhe übernommen. Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 
Tiere entstammen dem oben angeführten Stamm und wurden eigens zu die-
sem Zweck gezüchtet. 
Die Hälterung der adulten Tiere in Leitungswasser erfolgte in grauen 
50 L-Kunststoffbecken bei Raumtemperatur und einer regelmäßigen 
Hell/Dunkel-Phase von jeweils 12 Stunden. Die Fütterung mit schwimmfähi-
gem, vitaminisiertem Kronen Fish Koi- und Zierfischfutter (Kronen-Spezial 
Tiernahrung GmbH, Wesel) und anschließendem Wasserwechsel fand zwei 
Mal wöchentlich statt. 
Die Haltung der Tiere und die Durchführung der Experimente mit 
X. laevis im Rahmen dieser Arbeit wurde von der Bezirksregierung Rhein-
land-Pfalz am 04. November 1998 unter dem Zeichen 177-07/983-2 gemäß 
§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes genehmigt. 
Innerhalb einer Kooperation mit dem Bayerischen Landesamt für Was-
serwirtschaft (LfW) war im Rahmen der vorliegenden Arbeit parallel zu 
X. laevis eine heimische Art Gegenstand der Untersuchungen. Die in dieser 
Vergleichsstudie verwendeten Grasfrösche (Rana temporaria Linné 1758) 
entstammten einem Teich auf dem Gelände der zum LfW gehörenden Ver-
suchsstation Wielenbach. Entnahme, Transport und Verwendung der Rani-
den im Experiment sowie die behördliche Genehmigung der Untersuchung 
lagen in der Verantwortung des LfW. 
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2.1.1 Zucht 
 
2.1.1.1 Fertilisation in vivo 
 
Medien und Chemikalien 
 
Injektionslösung 
 HCG1 2000 Units/mL VE-Wasser2 (Sigma, Deisenhofen) 
 
Hälterungsmedium 
 VE-Wasser 
 Meersalz 250 mg/L (Preis Aquaristik, Bayerfeld) 
 
 
Durchführung 
Eine der Anzahl der vorgesehenen Zuchtpaare entsprechende Menge an 
50 L-Glasaquarien wurde mit je 30 L des Hälterungsmediums befüllt und die 
Laichgitter sowie die Belüftung wurden in den Becken installiert. 
Am Vorabend der in vivo-Fertilisation wurde in die Becken je ein Männ-
chen gesetzt, dem zuvor 150 Units HCG in den Rückenlymphsack injiziert 
wurden. 24 Stunden später erhielten diese Männchen auf die gleiche Weise 
erneut jeweils 200 Units HCG und wurden zurück in die Becken verbracht. 
Anschließend wurden Weibchen entsprechender Anzahl jeweils 500 Units 
HCG appliziert und zu den Männchen gesetzt. Im Anschluss an diese Be-
handlung erfolgte über Nacht der Laichvorgang. 
 
 
2.1.1.2 Fertilisation in vitro 
 
Medien und Chemikalien 
 
Injektionslösung 
 HCG 2000 Units/mL (Sigma, Deisenhofen) 
 
                                            
1 humanes Choringonadotropin 
2 vollständig entionisiertes Wasser, Leitfähigkeit ≤ 2 µS/cm 
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Ringer-Lösung, pH 7,2 
 NaCl 116 mM (Merck, Darmstadt) 
 KCl 2,9 mM (Merck, Darmstadt) 
 CaCl2 1,8 mM (Riedel de Haën, Seelze) 
 Hepes3 5 mM (Roth, Karlsruhe) 
 
Cystein   (Sigma, Deisenhofen) 
 
Barth-Hepes Medium (10x), pH 7,6 
 NaCl 88 mM (Merck, Darmstadt) 
 KCl 1,0 mM (Merck, Darmstadt) 
 NaHCO3 2,4 mM (Riedel de Haën, Seelze) 
 MgSO4 x 7 H2O 0,82 mM (Riedel de Haën, Seelze) 
 Ca(NO3) x 4 H2O 0,33 mM (Riedel de Haën, Seelze) 
 CaCl2 x 6 H2O 0,41 mM (Riedel de Haën, Seelze) 
 Hepes 10 mM (Roth, Karlsruhe) 
 
Zur Einstellung des pH-Wertes: NaOH, 10 N 
Antibiotika: Penicilin / Streptomycin 
 (je 10 000 U Pen./ mL, 10 000 µL Strep./ mL) 
    (Boehringer, Ingelheim) 
 
Ca(NO3) x 4 H2O und CaCl2 x 6 H2O wurden separat gelöst und anschlie-
ßend zum Medium gegeben. Nach Einstellung des pH-Wertes wurde die Lö-
sung autoklaviert und bei 4°C gelagert. Die Verdünnung zur Barth-Hepes-
Gebrauchslösung (0,1x) erfolgte mit 1:2000 verdünnter Penicillin / Strepto-
mycin-Lösung. 
 
 
Durchführung 
Dem Männchen wurden eine Woche vor der in vitro-Fertilisation 200 Units 
HCG in den Rückenlymphsack injiziert. Zur Präparation des Hodens am Tag 
der Fertilisation wurde das Tier zur Immobilisation zunächst wenige Minuten 
in Eiswasser getaucht, im Anschluß erfolgte die Dekapitation und die Öffnung 
des Bauchraums. Die entnommenen Hoden können zum sukzessiven 
Gebrauch bis zu einer Woche in Ringerlösung aufbewahrt werden (4°C). Et-
wa ein Fünftel eines Hodens wurde in 0,3 mL Ringerlösung gegeben und mit 
                                            
3 N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-ethansulfonsäure) 
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Hilfe von Pinzetten sowie wiederholtem Aufziehen per Pipette zerkleinert, bis 
eine möglichst homogene Suspension entstand. Bei erhöhtem Bedarf an Ho-
densuspension war mit Ringerlösung in der Art zu verdünnen, dass für jede 
Petrischale mit Eiern (s. u.) 0,3 – 1 mL der Suspension zur Verfügung stand. 
Wenige Weibchen wurden am Vorabend der Fertilisation mit einer 
Injektion von jeweils 600 Units HCG in den Rückenlymphsack vorbereitet. 
Am darauf folgenden Morgen wurden die Eier gewonnen: dazu wurden die 
Weibchen mit sanftem Druck abgestrichen und die erhaltenen Eier in einer 
oder mehreren Petrischalen aufgefangen. 
Die Hodensuspension wurde gleichmäßig auf die Petrischalen verteilt, 
mit den Eiern vermischt und für drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Im Anschluss erfolgte die Überschichtung mit einem möglichst geringen Vo-
lumen 0,1 x Barth-Hepes-Mediums und eine Inkubation von 20 Minuten. 
Nach Abkippen des Mediums wurden die Eier mit einer Cysteinlösung (2%) 
überschichtet und 10 Minuten leicht geschüttelt, um die Gallerte zu entfer-
nen. 
Nachfolgend wurden die Eier gewaschen, indem sie in ein Becherglas 
mit vorgelegtem VE-Wasser überführt wurden. Die Eier sinken ab, der Über-
stand wurde verworfen. Nun wurde entlang der Wandung des Becherglases 
vorsichtig erneut VE-Wasser ins Gefäß gegossen, worauf die Eier aufwirbeln 
und anschließend wieder auf den Boden sinken. Dieses Prozedere wurde bei 
Bedarf so lange wiederholt, bis das zugegebene Wasser weitestgehend klar 
blieb. Abschließend wurden die Eier in 0,1 x Barth-Hepes-Medium aufge-
nommen und in Petrischalen bei leichter Belüftung gehältert. 
Der Mediumswechsel erfolgte täglich, indem Keime mit normalem Ent-
wicklungsverlauf mit Hilfe einer Kunststoffpipette in eine Petrischale mit fri-
schem 0,1 x Barth-Hepes-Medium überführt wurden. 
 
 
2.1.1.3 Hälterung von Kaulquappen und juvenilen Tieren 
 
Die Aufzucht der Kaulquappen erfolgte in durch Meersalz (250 mg/L, Preis 
Aquaristik, Bayerfeld) auf die Osmolarität von Süßwasser eingestelltem, ste-
tig belüfteten VE-Wasser in 50 L-Glasaquarien bei einer regelmäßigen 
Hell / Dunkel-Phase von jeweils 12 Stunden und einer Temperatur von 22°C. 
Die Fütterung der Tiere mit sera micron (sera GmbH, Heinsberg) wurde täg-
lich durchgeführt, die Erneuerung des Hälterungsmediums fand drei Mal wö-
chentlich statt. 
Sobald Tiere die Metamorphose abgeschlossen hatten, wurden sie von 
den Kaulquappen getrennt und in einem separaten Becken weiter aufgezo-
gen, um Kannibalismus aufgrund der nunmehr räuberischen Lebensweise 
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der juvenilen Tiere auszuschließen. Die weitere Hälterung erfolgte analog der 
bereits beschriebenen Vorgehensweise für adulte Tiere. 
 
 
2.1.2 Versuchsaufbau 
 
2.1.2.1 Exposition während der Larvalentwicklung 
 
Um den Einfluss, den im Umgebungsmedium präsente, potenziell endokrine 
Stoffe auf die Sexualdifferenzierung des Krallenfrosches in vivo nehmen, zu 
untersuchen, wurden die Tiere ab Stadium 42/43 während ihrer folgenden 
Larvalentwicklung bis zum Abschluss der Metamorphose in Gegenwart sol-
cher Substanzen oder Substanzgemische gehalten. 
Diese Expositionsexperimente fanden in einem Volumen von 10 L des 
Kaulquappenmediums statt. Je 25 Tiere wurden etwa drei Tage nach dem 
Schlüpfen der Larven aus der Gallerthülle des Eies vom Zuchtaquarium in 
ein Testbecken überführt (Stadium 42/43). Bei stetiger Belüftung, täglicher 
Fütterung (sera micron, abhängig vom Entwicklungsgrad der Tiere anfangs 
200 , von Stadium 52 an 300 mg pro Becken) und drei Mal wöchentlichem 
Mediumswechsel mit anschließender Substanzzugabe erfolgte die Aufzucht 
der Kaulquappen. Die Becken befanden sich in einem Umgebungswasser-
bad, das eine konstante Temperierung des Experiments auf 23°C während 
der gesamten Versuchsdauer gewährleistete. Die Probennahme erfolgte in-
dividuell nach Abschluss der Metamorphose. 
Da die zur Untersuchung herangezogenen Substanzen nur in unzurei-
chendem Maß wasserlöslich sind, wurde die Lösung im Testmedium durch 
absoluten Ethanol vermittelt. Die Konzentration der Stammlösungen wurde 
so gewählt, dass die Einstellung der gewünschten Endkonzentration des 
Prüfstoffes im Testmedium durch 105fache Verdünnung bei der Zugabe des 
entsprechenden Alliquots der Stammlösung erfolgte. Um vermeintliche Er-
gebnisunterschiede durch den Einsatz des Lösungsvermittlers auszuschlie-
ßen, wurden auch die Kontrollansätze mit dem gleichen Volumen Ethanol 
absolut behandelt. 
Dies galt in entsprechender Weise auch für die im Folgenden beschrie-
benen Expositionsmodi, bei denen sich gegebenenfalls durch das abwei-
chende Volumen der Testbecken auch die zuzugebende Menge an Stamm-
lösung veränderte. 
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Prüfsubstanzen & Konzentrationen 
 
 17β-Estradiol 10-7 / 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Ethinylestradiol 10-7 / 10-8 M Sigma, Deisenhofen) 
 Tamoxifen 10-7 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Testosteron 10-8 M (Serva, Heidelberg) 
 Methyltestosteron 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Dihydrotestosteron 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 p,p’ - DDE 10-8 M (Riedel de Haën, Seelze) 
 Cyproteronacetat 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 
 
2.1.2.2 Exposition während und nach der Larvalentwicklung 
 
Die Ausdifferenzierung von Testes bzw. Ovar zu funktionellen Geweben bis 
zum Erreichen der Geschlechtsreife nimmt ihren Anfang bereits vor der Me-
tamorphose, findet in weiten Teilen aber während der juvenilen Phase statt. 
Um Abweichungen von der normalen Entwicklung der Reproduktions-
organe durch die Gegenwart potenzieller Endokrine über diesen Zeitraum zu 
untersuchen, wurde die unter Punkt 2.1.2.1 beschriebene Exposition über die 
Metamorphose hinaus verlängert. 
Die Tiere wurden nach dem Übergang ins juvenile Stadium in größere 
Becken überführt und in einem Volumen von 20 L des Kaulquappenmediums 
unter Beibehaltung der Substanzkonzentrationen bei zwei Mal wöchentli-
chem Wasserwechsel weiter gehältert. Die Bedingungen hinsichtlich der Be-
leuchtung blieben ebenfalls erhalten, während aufgrund der erfolgten Umstel-
lung von Kiemen- auf Lungenatmung auf Belüftung verzichtet wurde und die 
Fütterung analog der Hälterung juveniler Tiere der neuen Lebensphase an-
gepasst wurde. 
Über einen Zeitraum von insgesamt 23 Monaten wurden die Tiere auf 
zwei verschiedene Weisen gegenüber den Prüfsubstanzen exponiert. Ein 
Teil der Testpopulation wurde den Substanzen seit Beginn der Kaulquap-
penentwicklung nach der bereits beschrieben Methode ausgesetzt, während 
für den anderen Teil der Tiere die Exposition erst nach Abschluss der Meta-
morphose in der oben aufgeführten Art und Weise begonnen und für die 
Dauer von einem Jahr bis zum Versuchsende aufrecht erhalten wurde. Am 
Ende des Experimentes konnten so Gruppen juveniler Frösche vergleichend 
untersucht werden, die im Laufe ihrer Entwicklung dauerhaft behandelt wur-
den bzw. erst nach einer Larvalentwicklung in Abwesenheit hormonell wirk-
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samer Substanzen im Umgebungsmedium mit solchen Stoffen in Kontakt 
kamen. Als Referenz wurden in parallelen Kontrollansätzen Tiere mitgeführt, 
die über den gesamten Testzeitraum keinerlei Behandlung mit Prüfsubstan-
zen erfuhren. 
 
Prüfsubstanzen & Konzentrationen 
 
 17β-Estradiol 10-7 / 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Tamoxifen 10-7 / 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Testosteron 10-8 M (Serva, Heidelberg) 
 Methyltestosteron 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 p,p’ - DDE 10-8 / 10-9 M (Riedel de Haën, Seelze) 
 
 
2.1.2.2 Kurzzeitexposition juveniler Tiere 
 
Die Erfassung unmittelbar nachweisbarer Auswirkungen einer kurzfristigen 
Exposition gegenüber potenziell hormonell wirksamen Stoffen steht im Vor-
dergrund dieses Ansatzes. 
Nach der oben dargestellten Methode gezüchtete und bis dahin unbe-
handelte juvenile Krallenfrösche wurden zu diesem Zweck in Gruppen von 10 
bis 20 Tieren in mindestens 15 L Medium für wenige Tage gegenüber den 
Testsubstanzen oder Substanzgemischen bei Raumtemperatur exponiert. 
Überstieg die experimentelle Phase einen Zeitraum von drei Tagen, so er-
folgte ein Mediumswechsel mit Erneuerung der Prüfstoffe. Von einer Fütte-
rung während der Versuchsdauer wurde abgesehen. 
Bei der Exposition gegenüber den angereicherten lipophilen Inhaltsstof-
fen natürlicher Medien wurden die Extrakte bei der Zugabe ins Testmedium 
1:1000 verdünnt, so dass die Inhaltsstoffe in Konzentrationen vorlagen, die 
denen der Originalkonzentrationen in den Ausgangsmedien entsprachen. 
 
Prüfsubstanzen & Konzentrationen 
 
 17β-Estradiol 10-7 / 10-8 M (Sigma, Deisenhofen) 
 Extrakte komplexer Matrizes:    
 Mischungen Würm / Auslauf der Kläranlage Starnberg 
    (Herstellung siehe Kapitel 2.6) 
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2.1.2.3 Biomonitoring Starnberg 
 
Neben der Charakterisierung des endokrinen Potenzials einer Substanz oder 
eines Substanzgemisches durch experimentelle Analysen im Labor besitzt 
die Etablierung einer Methodik, die Belastung von Oberflächengewässern mit 
hormonell wirksamen Substanzen direkt vor Ort einzuschätzen, eine heraus-
ragende Bedeutung. 
In Zusammenarbeit mit dem Bayerischen Landesamt für Wasserwirt-
schaft (LfW, Forschungsstation Wielenbach) erfolgte die Exposition von lar-
valen Xenopus laevis und dem heimischen Grasfrosch Rana temporaria ge-
genüber dem Auslauf der kommunalen Kläranlage Starnberg (Bayern), die 
aus dem zugehörigen Abwasserverband von acht Anliegergemeinden des 
Starnberger Sees gespeist wird. Der Anteil industrieller Abwässer am zur 
Klärung anstehenden Wasser ist gering. Die dreistufige Anlage entspricht 
dem gegenwärtigen technischen Stand und besitzt mit einer Kapazität von 
100 000 Einwohnergleichwerten eine mittlere Größe. Die Einleitung des ge-
klärten Abwassers erfolgt in einem Verhältnis von etwa 1:12 in ein lokales 
Fließgewässer, die Würm. 
Die Exposition der Versuchstiere wurde in einem wettergeschützten Un-
terstand auf dem Gelände der Kläranlage in mehreren 50 L-Aquarien im 
Durchflussverfahren durchgeführt. Die Durchflussrate der Medien war so ge-
wählt, dass innerhalb von zwei Tagen der komplette Beckeninhalt ausge-
tauscht wurde. Die Verwendung von Pumpsystemen, die einerseits Kläranla-
genauslauf aus dem Schönungsteich der Anlage, andererseits Wasser der 
Würm zum Ort der Exposition förderten, erlaubte es, mit Hilfe einer Mischsta-
tion verschiedene Medien mit unterschiedlichen Anteilen von Auslauf und 
Würmwasser herzustellen. Dieser Aufbau bot die Möglichkeit, über eine Re-
ferenz mit originärem Würmwasser und einer, die realen Verhältnisse vor Ort 
repräsentierenden Mischung hinaus (ein Teil Auslauf, zwölf Teile Würm) zu-
sätzlich noch einen Ansatz mit erhöhtem Anteil an Kläranlagenauslauf zu 
prüfen (ein Teil Auslauf, zwei Teile Würm). 
Die Versuchsanordnung beinhaltete insgesamt 18 Becken, auf die die 
Behandlung der beiden Spezies gegenüber den drei genannten Medien in 
Triplikaten randomisiert verteilt wurde. Xenopus-Kaulquappen, die aus dem 
Laich von drei Elternpaaren erhalten und gepoolt wurden, wurden in den 
Stadien 42/43 in etwa gleichmäßiger Anzahl auf die entsprechenden Becken 
verteilt. Die Raniden wiesen bei Einsatz in die Testbecken Stadium 12 - 14 
(nach GOSNER 1960) auf. Es wurden etwa 250 Grasfrösche pro Mischung 
und Referenz exponiert. 
Die Versuchsbedingungen entsprachen weitgehend den natürlichen 
Umgebungsverhältnissen, die in notwendigem Maße auf die Bedürfnisse der 
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Tiere angepasst wurden. So konnte auf eine Zufütterung mit sera micron (se-
ra GmbH, Heinsberg) nicht vollständig verzichtet werden, weil das Nah-
rungsangebot, welches den Kaulquappen über die natürlichen Medien zuge-
führt wurde, nicht ausreichend war. Um eine gleichmäßige und ausreichende 
Sauerstoffversorgung zu gewährleisten, wurden alle Parallelansätze belüftet. 
Im Gegensatz zum heimischen Grasfrosch R. temporaria ist der Krallen-
frosch X. laevis aufgrund seiner an moderatere Verhältnisse adaptierten 
Physiologie nicht in der Lage, bei den herrschenden Temperaturen eine 
normale Entwicklung zu vollziehen. Aus diesem Grund wurden die entspre-
chenden Becken mit Hilfe von Heizstäben auf 23°C temperiert. Aufbau und 
Betreuung der Versuchsanlage sowie die Tierversorgung über die Dauer des 
Experimentes wurden vom LfW geleistet. 
Der gesamte Versuchszeitraum wurde von chemischen Analysen hinsichtlich 
ausgewählter Alkylphenole und Hormone begleitet, die von den bayerischen 
Projektpartnern vorgenommen wurde. Dazu wurden die Medien zur Bestim-
mung der Konzentrationen von Oktyl- und Nonylphenol durch die Firma GC-
Analytik (Pöcking) mit Toluol extrahiert. Nach Einengung der Extrakte erfolg-
te die Aufnahme in Hexan, eine Aufreinigung über Kieselgel und nach erneu-
ter Aufnahme in Toluol die Messung in einer Gaschromatographie-
Massenspektrometer-Anlage (GC-MS, Hewlett-Packard). Die Analyse von 
17β-Estradiol, Ethinylestradiol und Estron erfolgte analog unter Verwendung 
von Dichlormethan als Extraktionsflüssigkeit und wurde vom Bayerischen 
Landesamt für Wasserwirtschaft, Abteilung Schadstoffbewertung und Analy-
tik (München), durchgeführt. 
Die Probennahme erfolgte für X. laevis direkt nach Abschluss der Me-
tamorphose, während die Raniden darüber hinaus für wenige Wochen in se-
paraten Terrarien gehalten wurden. Um die Exposition aufrecht zu erhalten, 
wurden in diesen Terrarien kleine Wasserbereiche mit 3 L des entsprechen-
den Mediums eingerichtet, die täglich erneuert wurden. Diese Phase ermög-
lichte den Tieren eine Weiterentwicklung des Gonadengewebes, das zum 
Zeitpunkt der Metamorphose noch nicht hinreichend ausdifferenziert ist. 
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2.2 GESCHLECHTSBESTIMMUNG 
 
2.2.1 Lichtmikroskopie 
Zur optischen Bestimmung des Geschlechtes von Kaulquappen oder juveni-
len Tieren wurde nach dem Abtöten durch Sektion und Ausbohrung des Rü-
ckenmarkskanals die ventrale Seite geöffnet. Die Gonaden liegen der Niere 
auf und konnten unter dem Binokular (M8 Zoom-Stereo-Mikroskop, Wild, 
Heerbrugg, Schweiz) in Hoden bzw. Ovar unterschieden werden. 
 
 
2.2.2 Histologie 
 
Medien und Chemikalien 
 
Fixiermedium nach Bouin: 
 15 Teile gesättigte Pikrinsäurelösung (Riedel de Haën, Seelze) 
 5 Teile Formaldehydlösung (37%) (Merck, Darmstadt) 
 1 Teil Eisessig (Merck, Darmstadt) 
 Die Bouinlösung wurde vor jedem Gebrauch frisch angesetzt. 
 
Formalinlösung, 10% (Hedinger, Stuttgart) 
 
Entwässerung und Einbettung: 
 Ethanol 70%, 96%, absolut (Merck, Darmstadt) 
 Xylol (Baker, Deventer, Niederlande) 
 Paraffin (Merck, Darmstadt) 
 
HE-Färbung: 
 Hämatoxylin (Merck, Darmstadt) 
 Eosin 1% (Merck, Darmstadt) 
 Ethanol 70% (Merck, Darmstadt) 
 
Cordid-Balsam zum Eindecken (Hecht-Mertens, Kiel) 
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Durchführung 
Der Präparation des Tieres schloss sich die Entnahme der Gonaden an, die 
aus Gründen der Größe und des damit verbundenen erleichterten Umgangs 
gemeinsam mit der Niere erfolgte. Das Gewebe wurde größenabhängig für 
30 bis 60 Minuten in frisch angesetzter Bouinlösung fixiert und danach drei 
Mal für je 30 Minuten in Ethanol 70% gewaschen. Alternativ konnte das Ge-
webe auch durch Transfer in Formalinlösung (10%) fixiert werden. Letzteres 
erfolgte zur Vereinfachung des weiteren Vorgehens im Verlauf der Methodik 
in kleinen Plastikgitterboxen (TissueTek®, Sakura, Zoeterwoude, Niederlan-
de), die direkt für die folgende Paraffinbehandlung verwendet werden konn-
ten. 
Die Entwässerung und Paraffineinbettung der Gewebestücke erfolgte in 
einer automatischen Einbettvorrichtung (Hypercenter, Shandon, Frank-
furt/Main), wobei die Proben folgende Schritte durchliefen: Ethanol 70% 
3 x 1 h, Ethanol 96%, Ethanol absolut 2 x 1,5 h sowie zwei abschließende 
Inkubationen in Xylol (je 1,5 h). Die auf diese Weise entwässerten Proben 
wurden nun für 1,5 h und 2 h sowie abschließend für mindestens 2 h bis zur 
weiteren Aufarbeitung in flüssiges Paraffin (60°C) überführt. Nach Entfernung 
der Plastikgitterboxen folgte die Paraffineinbettung, der sich eine 24 stündige 
Ruhephase anschloss, in der das Paraffin aushärtete. 
Die Anfertigung der histologischen Gewebeschnitte in einer Dicke von 
etwa 2-3 µm erfolgte mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (RM 2030, Leica, 
Nußloch). Die frisch hergestellten Schnitte wurden auf einem warmen Was-
serbad (43°C) für wenige Sekunden sanft gestreckt, um die beim Schneiden 
entstandene Stauchung aufzuheben, auf einen Objektträger aufgezogen und 
zum Trocknen für 24 h in einen Wärmeschrank (43-45°C) gestellt. 
Nach einer Entparaffinierung der Schnitte durch eine fünf- und eine 
einminütige Inkubation in Xylol wurden die Proben durch Hydrierung in einer 
Reihe absteigender Ethanolkonzentrationen (Ethanol absolut, 96%, je 
2 x 1 min, 70%, 30 sec) auf die Färbung vorbereitet. 
Eine gängige Übersichtsfärbung in der Histologie ist die Hämatoxy-
lin / Eosin-Färbung, die die Zellkerne blau und das Cytoplasma rot erschei-
nen lässt. Hierzu wurden die Schnitte in Hämatoxylin-Lösung inkubiert 
(7 min), zwei Mal kurz in fließendes Leitungswasser getaucht und zum diffe-
renzieren in HCl (0,5%) / Ethanol 70%-Lösung gestellt. Danach wurden die 
Schnitte für 5 min in fließendem Leitungswasser „gebläut“. Anschließend er-
folgte der Transfer in wässrige Eosinlösung (0,5%, 2 min) und ein weiterer 
Differenzierungsschritt in Essigsäure (0,1%) 
Zur Dehydrierung und Entalkoholisierung durchliefen die Schnitte nun 
folgende Behandlungen: Ethanol 70%, 96% (je 30 sec) und Ethanol absolut 
(1 min) sowie eine einminütige Inkubation in Xylol. Bis zur weiteren Verarbei-
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tung wurden die Schnitte in frisches Xylol überführt. Danach wurde auf die 
Präparate zum Eindecken ein Tropfen Cordid-Balsam gegeben, die Schnitte 
mit einem Deckgläschen versehen und getrocknet. Damit war die Herstellung 
der histologischen Schnittpräparate abgeschlossen. Die Begutachtung der 
Schnitte erfolgte unter dem Mikroskop Olympus BH-2 (Olympus Optical Co. 
GmbH, Hamburg). 
 
 
2.3 RADIOIMMUNOASSAY (RIA) 
Durch die Kombination der Messung von Radioaktivität als eine der sensitivs-
ten Methoden zur Bestimmung quantitativ geringer Substanzmengen einer-
seits und immunologischer Spezifität andererseits, bietet der RIA die Mög-
lichkeit, auch kleinste Stoffkonzentrationen in einem Ansatz nachzuweisen 
(VECSEI 1978; WOOD & SOKOLOWSKI 1981). Er wurde in den vorliegenden 
Untersuchungen zur Analyse des Gehalts an Sexualsteroiden in Kaulquap-
pen verschiedenen Entwicklungsstadiums eingesetzt, wobei sowohl das 
Estrogen 17β-Estradiol als auch Androgene (Gesamtgehalt an Testosteron 
und Dihydrotestosteron) bestimmt wurden. 
Das Prinzip des RIA beruht darauf, dass die verwendeten, hochspezifi-
schen polyklonalen Antikörper mit gleicher Affinität und unabhängig von der 
radioaktiven Markierung an das entsprechende Antigen binden. Sind nun in 
Gegenwart des Antikörpers eine definierte Menge an markiertem Hormon 
und eine unbekannte Menge an zu bestimmendem Hormon aus einer Probe 
vorhanden, so treten diese in Kompetition um die spezifische Bindung. Der, 
im Szintillationszähler messbare Anteil von radioaktivem Hormon an den ge-
bundenen Antigenen ist umso kleiner, je höher der Hormongehalt in der zu 
untersuchenden Probe ist. Ungebundenes Hormon wird durch eine Aktivkoh-
lefällung entfernt und hat daher für die anschließende Messung keine Bedeu-
tung. Aus dem Abgleich mit einer parallel erstellten Eichkurve lässt sich auf 
diese Weise der Steroidgehalt eines Ansatzes quantitativ bestimmen. 
 
 
Medien und Chemikalien 
 
Steroid-Extraktion: 
 Aquadest 
 Dichlormethan (Roth, Karlsruhe) 
 Ethanol, 5% (Merck, Darmstadt) 
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RIA für Estradiol: 
 17β-Estradiol (Sigma, Deisenhofen) 
 Ethanol, absolut (Merck, Darmstadt) 
 Ethanol, 5% (Merck, Darmstadt) 
 17β-Estradiol-Antiserum aus Kaninchen (Sigma, Deisenhofen) 
 [3H]- 17β-Estradiol 
  (spez. Aktivität ca. 50 Ci / mmol, Amersham, Braunschweig) 
 Aktivkohle Norit A (Merck, Darmstadt) 
 Dextran 7000 D (Sigma, Deisenhofen) 
 
Puffer für E2-RIA: 
 Tris-HCl, pH 8 0,05 M (Roth, Karlsruhe) 
 NaCl 0,1 M (Merck, Darmstadt) 
 NaN3 0,1 % (Sigma, Deisenhofen) 
 Gelatine 0,1 % (Sigma, Deisenhofen) 
 
RIA für Testosteron: 
 Testosteron (Sigma, Deisenhofen) 
 Ethanol, absolut (Merck, Darmstadt) 
 Ethanol, 5% (Merck, Darmstadt) 
 Testosteron-Antikörper* 
 [3H]-Testosteron  
  (spez. Aktivität ca. 50 Ci / mmol, Amersham, Braunschweig) 
 Aktivkohle Norit A (Merck, Darmstadt) 
 Dextran 7000 D (Sigma, Deisenhofen) 
 
PBS-Puffer für T-RIA (mit HCl auf pH 4,7 einzustellen): 
 NaCl 8 g (Merck, Darmstadt) 
 KCl 0,2 g (Merck, Darmstadt) 
 Na2HPO4 1,44 g (Sigma, Deisenhofen) 
 KH2PO4 0,24 g (Sigma, Deisenhofen) 
 Aquadest add. 1 L 
 
                                            
*dankenswerterweise zur Verfügung gestellt von: 
Dr. Christiane Maser-Gluth, Pharmakologisches Institut, Universität Heidelberg 
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Durchführung 
Die für die Bestimmung des Steroidgehaltes herangezogenen Proben wur-
den abhängig vom Entwicklungsgrad der Tiere in der folgenden Weise diffe-
renziert erstellt. Zwei Tage nach Befruchtung erfolgte die erste Probenahme, 
die Tiere der Stadien 20 ± 5 noch vor dem Schlupf aus der Eihülle umfasste. 
Bei dieser wie bei den folgenden Probenahmen (Stadium 38, 41, 44, 46 und 
48) wurden die Tiere gepoolt, um eine ausreichende Probenmenge 
(ca. 200 mg Körpergewicht) für die Bestimmung der Steroide zu gewährleis-
ten. In den Stadien 50, 52 und 54 wurden je sechs Tiere pro Stadium unter-
sucht. So bald der Differenzierungsfortschritt eine Unterscheidung des Ge-
schlechtes unter dem Stereomikroskop zuließ (Stadien 56, 58, 60, 62, 64, 66 
und zwei Monate nach Beendigung der Metamorphose), erfolgte die Ermitt-
lung des Steroidgehaltes für je sechs männliche und weibliche Tiere pro Pro-
benahme. 
Um die Steroide zu extrahieren, wurde das Probenmaterial in einem 
Glasgefäß zunächst mechanisch zerkleinert. Anschließend wurden je 1 mL 
Aquadest und 8 mL Dichlormethan zugegeben, worauf die Proben für 1 h un-
ter leichtem Schütteln inkubiert wurden. Die Steroide gingen hierbei in die 
organische Phase über, die während der gesamten Inkubationsdauer von 
Wasser überschichtet blieb. Um die Phasen in der Folge zu trennen, wurden 
zunächst der Großteil des wässrigen Überstands und eventuell vorhandene 
Reste des Probenmaterials mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe vorsichtig ab-
gezogen. Eine etwa halbstündige Inkubation bei –70°C liess den verbliebe-
nen Anteil der wässrigen Phase gefrieren und ermöglichte eine einfache 
Überführung der nach wie vor flüssigen, organischen Phase in ein neues 
Glasgefäß. Nach Verdunstung des Dichlormethans bei Raumtemperatur 
(Abzug) wurden die erhaltenen Steroide in jeweils 1 mL Ethanol (50%) pro 
Probe aufgenommen (nach KLOAS ET AL. 1997). 
Die Durchführung des RIA zur Ermittlung des 17β-Estradiolgehalts in 
den Kaulquappenproben erfolgte nach folgender Vorgehensweise: Zur Er-
stellung der für die Analyse notwendigen Eichkurve wurde vorbereitend eine 
Konzentrationsreihe (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 und 
5000 pg / 100 µL) von Standards (je 100 µL) des unmarkierten Hormons im 
entsprechenden Puffer hergestellt. Nach Zugabe von je 100 µL Ethanol (5%) 
zu den Standards wurden diese im Anschluß gemeinsam mit den zu unter-
suchenden Proben (200 µL) im RIA analysiert. 
Die Antikörper wurden mit dem Tris-HCl-Puffer 1:10 verdünnt. Von die-
ser Lösung wurden je 500 µL zu den Proben gegeben, die im Anschluss für 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach Zugabe von je 100 µL 
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des [3H]-markierten Estradiols (4 000 cpm4) folgte eine erneute Inkubations-
phase für 60 min bei 37°C, an die sich eine Kühlperiode von 15 min bei 4°C 
anschloss. Zu diesem Zeitpunkt wurden je 200 µL vorgekühlter 
Dextran (0,05%)-Aktivkohle (0,5%)-Suspension zu den Ansätzen pipettiert, 
die dann für 10 min auf Eis gestellt wurden. Nach 15 minütiger Zentrifugation 
(2000 g, 4°C) konnte der Überstand verworfen und der verbliebene Teil im 
Flüssigkeitsszintillationszähler (LSC, Tri Carb 300, Packard) gemessen wer-
den. 
Abweichend von der Durchführung des RIA für 17β-Estradiol wurde den 
unter Verwendung des PBS-Puffers in den gleichen Konzentrationen und 
Volumina hergestellten Verdünnungen der Testosteronstandards 200 µL E-
thanol 5% beigefügt und ein Probenvolumen von 300 µL verwendet. Nach 
Zugabe von je 100 µL des markierten Testosterons (4 000 cpm) wurden die 
Proben mit je 400 µL der entsprechenden Antikörperlösung versetzt und für 
vier Stunden auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden je 100 µL 
Dextran (0,05%)-Aktivkohle (0,5%)-Suspension zu den Ansätzen pipettiert, 
die danach zentrifugiert wurden (2000 g, 4°C). Nach Verwerfen des Über-
stands konnte der verbliebene Teil im LSC gemessen werden. 
Die Berechnung des Hormongehalts in den Proben erfolgte anhand der 
auf Basis der Standards parallel erstellten Eichkurve. 
 
 
2.4 REVERSE TRANSCRIPTASE 
 POLYMERASE CHAIN REACTION 
 (RT-PCR) 
 
Die Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) zeichnet 
sich durch die Verbindung zweier Techniken aus. Dem Umschreiben von 
mRNA in komplementäre cDNA durch die reverse Transkription wird eine 
expotentielle Amplifikation dieser cDNA durch die Polymerase Chain Reacti-
on nachgeschaltet, wodurch insgesamt ein Nachweisniveau erreicht wird, 
das die Sensitivität bekannter RNA-Blot-Techniken deutlich übertrifft (BYRNE 
ET AL. 1988, WANG ET AL. 1989) und damit die Untersuchung geringster 
mRNA-Mengen ermöglicht. 
Der erste Schritt einer RT-PCR besteht darin, die mRNA der zu unter-
suchenden Zellen (oder Gewebe) zu isolieren. Hierzu wurde mittels einer 
                                            
4 counts per minute 
Material & Methoden 
- 32 - 
phenolischen Extraktion zunächst die gesamte RNA aus einer homogenisier-
ten Zell- oder Gewebesuspension gewonnen. Die spezifische Verarbeitung 
von ausschließlich mRNA im weiteren Reaktionsverlauf wurde vom anschlie-
ßenden Schritt, der RT, geleistet, die im folgenden Abschnitt beschrieben 
wird. Zuvor erfolgte die Ermittlung des vorliegende RNA-Gehalts durch die 
photometrische Bestimmung der Extinktion der RNA-Lösung bei einer Wel-
lenlänge von λ = 260 nm. Anhand dieses Wertes wurde die RNA-Lösung auf 
die für den Einsatz in der RT gewünschte Konzentration eingestellt. 
Der zentrale, funktionelle Bestandteil einer RT ist das Enzym Reverse 
Transcriptase, welches in der Lage ist, anhand einer vorhandenen mRNA-
Matrize komplementär cDNA zu synthetisieren. Solche Enzyme finden sich in 
sog. Retro-Viren, die dieses Potential nutzen, um ihre eigene, als mRNA vor-
liegende Erbinformation in DNA umzuschreiben, welche in dieser Form ins 
Genom des Wirts integriert werden kann. Die hier verwendete Reverse 
Transcriptase stammt aus dem Avian Myeloblastosis Virus. Unter geeigneten 
Bedingungen leistet die RT die Erststrangsynthese der der anschließenden 
PCR zu Grunde liegenden cDNA. Dazu sind neben einer einsträngigen 
mRNA-Matrize die Desoxynucleosidtriphosphate (dNTPs) als Bausteine der 
cDNA sowie ein Primer notwendig. Dieser Oligo(dT)-Primer ist in einer Weise 
konzipiert, die ihn an das Poly(A)-Ende der mRNA binden und somit als spe-
zifische Ansatzstelle für die Transcriptase dienen lässt, die ausgehend von 
diesem Punkt die cDNA in 5’ → 3’ - Richtung synthetisiert. 
Diese cDNA kommt als Basis für die Polymerase Chain Reaction (PCR) 
zum Einsatz. Die PCR gehört zu den molekularbiologischen Methoden, die 
die Wissenschaft in den vergangenen Jahrzehnten entscheidend voran ge-
bracht haben, weil sie die Möglichkeit bietet, Sequenzen geringster DNA-
Mengen innerhalb kurzer Zeit auf ein detektierbares Niveau zu verstärken. Im 
Zentrum dieser Technik steht die exponentielle Amplifikation eines spezifi-
schen DNA-Stückes (Amplicon) durch den Umstand, dass erstellte Kopien in 
nachfolgenden Reaktionsschritten als weitere Vorlagen zur Vervielfältigung 
der betreffenden Sequenz zur Verfügung zu stehen. Realisiert wird dieser 
Effekt durch eine wiederkehrende, zyklusartige Abfolge dreier Temperatur-
schritte und der damit verbundenen Abläufe im Reaktionsgefäß. Eine Dena-
turierungsphase bei 90° bis 94°C bewirkt das Aufschmelzen doppelsträngi-
ger DNA und schafft durch die Trennung der komplementären Basenstränge 
die Voraussetzung für die Anlagerung spezifischer Oligonucleotid-
Sequenzen, sogenannter Primer, welche im zweiten Temperaturschritt der 
Reaktion erfolgt. In dieser Annealing-Periode zwischen 50° und 62°C erhal-
ten die Primer die Gelegenheit, sich ihrer Konstruktion gemäß spezifisch an 
jene Stellen der Vorlage zu hybridisieren, die das Amplicon begrenzen. Im 
abschließenden Temperaturschritt findet die Elongation statt. Bei 72°C ver-
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längert die Polymerase, ausgehend vom 3’-Ende der gebundenen Primer 
und unter Verwendung der bereits genannten dNTPS den Strang in der Art, 
dass ein neu synthetisiertes DNA-Molekül entsteht, dessen Sequenz kom-
plementär zur Matrize ist. Die erhaltene DNA wird nun im folgenden Denatu-
rierungsschritt erneut aufgeschmolzen und ihrerseits als Vorlage in weiteren 
Reaktionszyklen verwendet. Einen wichtigen Beitrag zur Praktikabilität der 
Methode liefert die Nutzung von hitzeresistenten Polymerasen, deren erster 
Vertreter aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde (CHIEN ET AL. 
1976). Diese Taq-Polymerase erhält ihre Funktionaliät auch über den Dena-
turierungsschritt hinaus und muss nicht zu Beginn eines jeden Zyklus erneu-
ert werden. 
Die Analyse der PCR-Produkte umfasst zwei Stufen. Zunächst erfolgt 
die elektrophoretische Auftrennung durch ein Agarosegel (1,5%). Hier macht 
man sich die negative Ladung des Zucker-Phosphat-Rückgrates der DNA zu 
Nutze, die ein Wandern der DNA hin zum positiven Pol eines elektrischen 
Feldes bewirkt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Bewegung 
durch das Gel ist die Länge des DNA-Stückes, was eine Differenzierung der 
PCR-Produkte hinsichtlich der Anzahl ihrer Basenpaare zulässt. Die Detekti-
on der auf diese Weise entstandenen Banden wurde durch im Gel enthalte-
nes Ethidiumbromid vermittelt. Diese planar gebauten Moleküle interkalieren 
in die Zwischenräume der DNA-Basen und emittieren bei Anregung mittels 
UV-Strahlung ihrerseits Licht. Durch dieses Vorgehen kann einerseits beur-
teilt werden, ob die Größe des Amplifikates im Bereich der Erwartung liegt, 
zum Andern lässt die Intensität der Banden, die durch semiquantitative Den-
sitometrie mit Hilfe einer entsprechenden Software analysierbar ist, Rück-
schlüsse auf die ursprünglich in der Probe vorhandene RNA-Menge zu.  
Um sicher zu gehen, dass Differenzen in der Intensität der resultieren-
den Banden untersuchter Biomarker tatsächlich auf Unterschiede der ent-
sprechenden mRNA-Mengen in den Proben zurückzuführen sind, wurde ein 
interner Standard mitgeführt. Ein solches, sogenanntes „housekeeping ge-
ne“, dessen gleichmäßige Transkription in den Zellen durch exogene Fakto-
ren unbeeinflusst bleibt, ist der Elongationsfaktor 1α (DOSTAL ET AL. 1994). 
Dieser, parallel amplifizierte, interne Standard ermöglicht es, ungleiche 
mRNA-Fracht aufgrund systemimmanenter Ungenauigkeit der photometri-
schen RNA-Messung und/oder vermeintlicher Degradation von mRNA aus-
zuschließen bzw. bei der densitometrischen Quantifizierung zu berücksichti-
gen. 
Der Nachweis, dass die Sequenz des Amplifikates mit der beabsichtig-
ten übereinstimmt, lässt sich durch eine Sequenzanalyse führen. Diese kann 
derzeit nicht im eigenen Labor durchgeführt wurden, weshalb die aus dem 
Material & Methoden 
- 34 - 
Gel eluierte DNA zur Überprüfung der Basenfolge in ein entsprechendes Auf-
tragslabor (Seglab, Göttingen) gesendet wurde. 
 
 
2.4.1 RNA-Isolierung 
 
Medien und Chemikalien 
 
 Trizol-Reagenz (Gibco BRL, Eggenstein) 
 Chloroform (Roth, Karlsruhe) 
 Isopropanol (Roth, Karlsruhe) 
 Ethanol 70% (Merck,Darmstadt) 
 Aquabidest 
 DEPC (Diethylpyrocarbonat) (Roth, Karlsruhe) 
 
Durchführung 
Das zu untersuchende Gewebe, hier in erster Linie Lebergewebe, für den 
Versuchsteil zur Untersuchung der Biomarker-Level während der Larvalent-
wicklung auch Gesamtkaulquappen, wurde unverzüglich nach der Proben-
nahme durch flüssigen Stickstoff oder Trockeneis schockgefroren und bis 
unmittelbar vor Beginn der RNA-Extraktion bei –80°C gelagert, um eine De-
gradation der mRNA zu vermeiden. 
Zu Beginn der Aufarbeitung wurden zu den Proben je 500 µL Trizol-
Reagenz gegeben. Daraufhin erfolgte die Homogenisierung mit Hilfe eines 
Ultra-Turrax (IKA Labortechnik, Janke & Kunkel GmbH, Staufen), bis eine 
einheitliche Suspension vorlag. Der Ultra-turrax war vor der erneuten Ver-
wendung in einem neuen Probengefäß in drei Lösungen (Ethanol 50%, A-
quabidest, Ethanol 96%) gründlich zu spülen, um die Kontamination von Fol-
geproben durch Verschleppung von Anteilen der vorhergehenden zu vermei-
den. Waren alle Proben homogenisiert, wurden je 100 µL Chloroform zuge-
geben. Nach dreiminütiger Inkubation und anschließendem Vortexen erfolgte 
der erste Zentrifugationsschritt (15 min, 12 000 rpm, 4°C) in einer kühlbaren 
Tischzentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus Instruments GmbH, Hanau). Die 
resultierenden, klaren Überstände wurden in gleichmäßigen Volumina (200-
250 µL) für alle Proben in neue Reaktionsgefäße überführt. Zu diesen wurde 
eine dem enthaltenen Probenvolumen identische Menge Isopropanol gege-
ben, der gründlichen Durchmischung schloss sich eine Inkubationsphase auf 
Eis (10 min) an. Nach der folgenden Zentrifugation (10 min, 12 000 rpm, 4°C) 
wurde der Überstand verworfen und zu den erhaltenen Pellets wurden je 
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200 µL, bei –20°C gelagerten Ethanols (70%), gegeben. Dieser Waschschritt 
wurde durch das Aufwirbeln der Pellets vervollständigt. Eine erneute Zentri-
fugation der Proben (7 min, 12 000 rpm, 4°C) ging dem Verwerfen des Alko-
hols und dem anschließenden Trocknen des Pellets (10 - 15 min, 37°C) vor-
aus. Abschließend wurden die Pellets abhängig von der Größe der Pellets in 
10-100 µL DEPC-behandeltem Aquabidest (0,01%, autoklaviert) aufgenom-
men. 
Zur Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration wurde die Extinktion 
eines 1:100 verdünnten Alliquots der Lösung bei einer Wellenlänge von 
λ = 260 nm unter Verwendung von Quarzküvetten (Hellma, Mühl-
heim/Baden) in einem UV/VIS-Spectrophotometer (Lambda 2, Perkin-Elmer, 
Rodgau-Jügesheim) bestimmt. Ausgehend von diesem Wert wurde die RNA-
Lösung mit DEPC-behandeltem Aquabidest (0,01%, autoklaviert) auf eine 
Konzentration von 0,125 µg/µL verdünnt. 
 
 
2.4.2 Reverse Transkription (RT) 
 
Medien und Chemikalien 
 
 RNA-Lösung (0,125 µg/µL) 
 Aquabidest, autoklaviert 
 dNTP Mix (Finnzymes OY, Espoo, Finnland) 
 (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 10 mM) 
 AMV-RT (20 units/µL) (Biometra Göttingen) 
 AMV-RT-Puffer, 10x (Biometra Göttingen) 
  Zusammensetzung: Tris-HCl (pH 8,3) 250 mM 
 KCl 500 mM 
 MgCl2 50 mM 
 Dithiothreitol (DTT) 20 mM 
 Poly-(dT)-Primer (393 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
  Sequenz: 5’ CCT GAA TTC TAG AGC TCA (T)10 3’ 
 
 
Durchführung 
In RNAse-freien und autoklavierten 200 µL Reaktionsgefäßen (Roth, Karls-
ruhe) wurden je 8 µL der aus der Isolierung erhaltenen RNA-Lösung 
(0,125 µg/µL) vorgelegt. Hierzu wurden je 12 µL eines ersten Premixes pipet-
tiert, der pro Probe je 3 µL Poly-(dT)-Primer (10 pmol/µL) und 9 µL Aquabidest 
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(autoklaviert) enthielt. Diese Ansätze wurden gevortext, abzentrifugiert und 
im Thermocycler (T1 Thermocycler, Biometra, Göttingen) zunächst für 3’ bei 
70°C inkubiert, um das Aufschmelzen der RNA und die anschließende spezi-
fische Primerhybridisierung am Poly(A)-Terminus der mRNA bei der folgen-
den Abkühlung auf 4°C zu realisieren. Zu den Proben wurden nun je 10 µL 
des Premix II gegeben. Dieser beinhaltete pro Ansatz neben 5 µL Aquabidest 
(autoklaviert), 3 µL AMV-RT-Puffer (10x) und 1,5 µL der dNTP-Lösung auch 
10 units des reaktionsrelevanten Enzyms, der AMV-RT. Die anschließende 
Inkubation im Thermocycler (1h, 37°C) hatte die Erststrangsynthese der 
cDNA zur Folge. In einem abschließenden Schritt wurden die Ansätze für 
2 min auf 90°C erhitzt, um die AMV-RT und verbliebene RNA-Typen zu de-
naturieren. Die erhaltene cDNA-Lösung wurde bis zu ihrer weiteren Verwen-
dung in der PCR bei -20°C gelagert. 
 
 
2.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
Medien und Chemikalien 
 
 cDNA-Lösung 
 Aquabidest, autoklaviert 
 dNTP Mix (Finnzymes OY, Espoo, Finnland) 
 (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, je 10 mM) 
 Taq-Polymerase (4 units/µL) (AGS, Heidelberg) 
 Taq-Polymerase-Puffer, 10x (AGS, Heidelberg) 
  Zusammensetzung: Tris-HCl (pH 8,55) 20 mM 
 (NH4)2SO4 16 mM 
 MgCl2 1 mM 
 
Primer zur Amplifikation eines housekeeping genes von Xenopus laevis 
 
Elongationsfaktor 1α (EF)5 
 Primer forward (445 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ TGC CAA TTG TTG ACA TGA TCC C 3’ 
 Primer reverse (492 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ TAC TAT TAA ACT CTG ATG GCC 3’ 
Länge des Amplifikates: 285 bp 
                                            
5 Sequenzen des internen Standards aus: DOSCH ET AL. (1997) 
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Primer zur Amplifikation verschiedener Biomarker von Xenopus laevis 
 
Retinol binding protein (RBP) 
 Primer forward (530 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ ATT AAT TGC CTT GGG GTT CC 3’ 
 Primer reverse (490 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ TGG CTA GAG CCC CAT GAT AC 3’ 
Länge des Amplifikates: 323 bp 
 
Vitellogenin, Vg-A2-Gen (VG) 
 Primer forward (447 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ CGG CTA TAT CAA ACT TTT TGG C 3’ 
 Primer reverse (316 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ GTT TTC TTG TTG AAA TGG AGG C 3’ 
Länge des Amplifikates: 529 bp 
 
Estrogen Rezeptor (ER) 
 Primer forward (428 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ ATT TCG CAT GAT GAG GTT ACG 3’ 
 Primer reverse (450 nmol/mL) (Intron, Kaltenbrunn, Schweiz) 
 Sequenz: 5’ TAG TGG TAG GTG GAC TCC GG 3’ 
Länge des Amplifikates: 407 bp 
 
Androgen Rezeptor (AR) 
 Primer forward (0,1 nmol/µL) (Biometra, Göttingen) 
 Sequenz: 5’ GAG GAA ATG TTA TGA AGC TGG G 3’ 
 Primer reverse (0,1 nmol/µL) (Biometra, Göttingen) 
 Sequenz: 5’ ACG GTC ATT TGG TCG CTT AC 3’ 
Länge des Amplifikates: 363 bp 
 
Durchführung 
Aus Gründen der Praktikabilität wurden alle zur Verwendung anstehenden 
Primer vor Gebrauch auf eine Konzentration von 0,1 nmol/µL verdünnt. 
Die grundlegende Vorgehensweise für die Vorbereitung einer Polyme-
rase Chain Reaction (PCR) begann mit dem Vorlegen des gewünschten 
cDNA-Volumens in autoklavierte 200 µL Reaktionsgefäße (Roth, Karlsruhe). 
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Durch die Zugabe des Premixes wurden Puffer, dNTPs, Primer forward, Pri-
mer reverse und Taq-Polymerase in den notwendigen Konzentrationen im 
Endvolumen von 25 µL des Ansatzes eingestellt. Die anteiligen Volumina der 
jeweiligen Komponenten in den Ansätzen für die verschiedenen Biomarker 
sind Tabelle 2.1 zu entnehmen. 
 
Tab. 2.1: Volumina der Einzelbestandteile eines PCR-Ansatzes für ein Reaktions-
gefäß bei Amplifikation verschiedener Biomarker (EF = Elongations-
faktor 1α, RBP = retinol binding protein, VG = Vitellogenin, ER = Estrogen 
Rezeptor, AR = Androgen Rezeptor) 
 
 EF RBP VG ER AR 
cDNA  3 µL  3 µL  3 µL  5 µL  5 µL 
Aquabidest  18,7 µL  18,7 µL  18,7 µL  16,7 µL  16,7 µL 
Taq-Puffer, 10x  2,5 µL  2,5 µL  2,5 µL  2,5 µL  2,5 µL 
dNTPs  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL 
Primer forward  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL 
Pirmer reverse  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL 
Taq-Polymerase  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL  0,2 µL 
 
Waren alle erforderlichen Reaktionselemente im Gefäß vereint, wurden diese 
durch Vortexen gründlich gemischt und durch kurze Zentrifugation in die Ge-
fäßspitze gebracht. 
Im Anschluss erfolgte die Überführung in den Thermocycler (T1 Ther-
mocycler, Biometra, Göttingen), in dem die zyklische Ansteuerung der für 
Denaturierung, Annealing und Elongation geeigneten Temperaturen in einer 
für jeden Biomarker separat optimierten Weise stattfand (Tab. 2.2). Vor dem 
Beginn der eigentlichen Amplifikationszyklen sorgte eine vorgeschaltete De-
naturierungsphase für den gleichmäßigen Schmelzzustand aller Proben zum 
Reaktionsstart. Nach dem ersten Denaturierungs-, Annealing- und Elongati-
onsschritt wurden diese drei Phasen gemäß den Angaben in Tabelle XX 
mehrfach wiederholt, ehe eine zweiminütige Periode im Bereich des Tempe-
raturoptimums der Taq-Polymerase bei 72°C dem Enzym ermöglichte, im 
Laufe der PCR eventuell nicht vollständig verlängerte Stränge zu ergänzen. 
Mit diesem Schritt war die PCR-Reaktion beendet, die Proben wurden auto-
matisch auf 10°C abgekühlt und konnten aus dem Thermocycler entnommen 
werden. Bis zum Auftrag auf ein Agarosegel (1,5%) erfolgte die Lagerung der 
Amplifikate bei -20°C. 
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Tab. 2.2: Ablauf einer PCR hinsichtlich Temperaturfolge und Dauer der Einzel-
schritte zur Amplifikation verschiedener Biomarker (EF = Elon-
gationsfaktor 1α, RBP = retinol binding protein, VG = Vitellogenin, 
ER = Estrogen Rezeptor, AR = Androgen Rezeptor) 
 
 EF RBP VG ER AR 
 1. Denaturierung 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 
 2. Denaturierung 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 94°C, 1’ 
 3. Annealing 60°C, 1’ 61°C, 1’ 59°C, 1’ 60°C, 1’ 60°C, 1’ 
 4. Elongation 72°C, 1’ 72°C, 1’ 72°C, 1’ 72°C, 1’ 72°C, 1’ 
  Rücksprünge (⇒ 2.) 21 22 35 37 37 
 5. Schlußschritt 72°C, 2’ 72°C, 2’ 72°C, 2’ 72°C, 2’ 72°C, 2’ 
 6. Endtemperatur 10°C 10°C 10°C 10°C 10°C 
 
 
2.4.4 Gelelektrophorese 
 
Medien und Chemikalien 
 
 PCR-Produkt 
 TAE-Puffer, 50x 
 Tris6 242,0 g (Roth, Karlsruhe) 
 NaEDTA7 18,6 g (Roth, Karlsruhe) 
 Eisessig 57,1 mL (Riedel de Haën, Seelze) 
 Aquabidest,   add. 1 L 
 Agarose SFR, biotechnology grade (Amresco, Solon/Ohio, US) 
 Ethidiumbromidlösung (1%) (Roth, Karlsruhe) 
 5x DNA Blue runTM (Hybaid-AGS, Heidelberg) 
 BioLadder 100 (Hybaid, Heidelberg) 
 
 
                                            
6 Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 
7 EDTA = Ethylendiamintetraacetat 
Material & Methoden 
- 40 - 
Durchführung 
Zur Analyse der Amplifikate wurde mit Hilfe der Gelelektrophorese die Länge 
und relative Menge der PCR-Produkte bestimmt. Hierzu wurde mit 1x TAE-
Puffer unter Beimischung von 0,1‰ Ethidiumbromidlösung ein Agarosegel 
(1,5%) hergestellt. Auf dieses wurden die Proben aufgetragen und in einer 
Horizontalgelelektrophoresekammer (Agagel Midi-Wide, Biometra, Göttin-
gen) bei einer Spannung von etwa 60 V für ca. eine halbe Stunde aufge-
trennt, wobei eine Differenzierung der PCR-Produkte nach ihrer Größe er-
folgte. Um eine Aussage über die Länge der Amplifikate treffen zu können, 
wurde in jedem Lauf parallel zu den Proben ein Bioladder mitgeführt, der ein 
Gemisch verschiedener DNA-Moleküle definierter Basenpaarzahl (von 100 
bis 1000 bp) zum Vergleich der Laufweiten beinhaltet. Im Anschluß wurde 
das Agarosegel auf einen UV-Leuchttisch (Bioblock Scientific, Illkirch, Frank-
reich) verbracht und einer Wellenlänge von λ = 254 nm ausgesetzt, wodurch 
das enthaltene Ethidiumbromid zur Fluoreszenz angeregt wurde. Aufgrund 
seiner planaren Struktur war das Ethidiumbromid in der Lage, in die Zwi-
schenräume der gleichfalls planaren Basen der DNA zu interkalieren, wo-
durch es zu einer Anreicherung des Ethidiumbromids und damit einer Erhö-
hung des Fluoreszenzgrades im Bereich der DNA kam, die mit der vorhan-
denen Menge des Amplicons korrelierte. Um die auf diese Weise dargestell-
ten Banden und ihre Intensität zu dokumentieren, wurde das Gel mit Hilfe 
einer Videokamera (TK-1070 E, JVC) und einer bildgebenden Software (Stu-
dioDC10plus, Pinnacle Systems, Braunschweig) in ein EDV-verwertbares 
Format gewandelt. Eine anschließende Auswertung durch ein geeignetes 
Computerprogramm (GelScan Professional V 4.0, BioSciTec, Marburg) er-
laubte die densitometrische Erfassung der Intensität der differenzierten Ban-
den und dadurch eine semiquantitative Analyse der mRNA-Mengen im 
Probengewebe. 
 
 
2.4.5 Sequenzierung 
 
Um zu überprüfen, ob die Basenfolge des PCR-Produktes mit der gewünsch-
ten übereinstimmt, wurde das Amplifikat einer Sequenzanalyse unterzogen. 
Hierzu wurde die Bande mit dem Skalpell unter UV-Licht aus dem Gel 
geschnitten und die amplifizierte DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion 
Kit (Quiagen, Hilden) aus dem Agarosestück eluiert. In dieser Form vorlie-
gend wurde das Amplifikat an ein Sequenzierlabor (Seqlab, Göttingen) ver-
schickt. Dort konnte mit Hilfe der Taq-Cycle-Sequenzierung, die analog zur 
Didesoxymethode (SANGER ET AL. 1977) arbeitet, die Basenfolge des PCR-
Produkts ermittelt wurden. 
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2.5 RADIO REZEPTOR ASSAY (RARA) 
 
Der Radiorezeptorassay (RARA) bietet durch die Verwendung radioaktiv 
markierter Liganden, deren biologische Bindungsaktivität durch diese Markie-
rung unbeeinflusst bleibt, die Möglichkeit, spezifische Rezeptoren zu unter-
suchen. Zu nennen sind kinetische Versuche zur Assoziation und Dissoziati-
on sowie Sättigungsexperimente, die eine Charakterisierung eines Rezeptors 
und des Bindungsverhaltens des entsprechenden Liganden zulassen. Dar-
über hinaus bietet diese Methode die Option, durch Kompetitionsexperimente 
das Potenzial einer Substanz oder eines Substanzgemisches, den natürli-
chen Liganden von seinem Rezeptor zu verdrängen, zu beurteilen. 
Hierzu wird der radioaktiv markierte Ligand (Radioligand) in einer Kon-
zentration eingesetzt, die dem Bereich seiner Dissoziationskonstanten (KD-
Wert) entspricht. Dieser Wert gibt die in Sättigungsexperimenten durch Scat-
chard-Analyse (SCATCHARD 1949) ermittelte Konzentration an, bei der statis-
tisch die Hälfte aller spezifischen Rezeptoren durch den Radioliganden be-
setzt sind. Wird nun ein unmarkierter Ligand (Kompetitor) in steigenden Kon-
zentrationen zugegeben, so findet eine Verdrängungsreaktion statt, die durch 
eine abnehmende Bindung des Radioliganden an den Rezeptor dokumen-
tierbar ist. Auf diese Weise kann indirekt die Wechselwirkung von unmarkier-
ten Substanzen oder Substanzgemischen mit diesem Rezeptor charakteri-
siert werden. 
Die abnehmende Bindung des Radioliganden in Abhängigkeit der Kon-
zentration des unmarkierten Liganden, wird in Prozent der spezifischen Bin-
dung des Radioliganden ohne Kompetitor in einer Kompetitionskurve darge-
stellt. Durch eine Linearisierung dieser Kompetitionskurve über eine logit-log-
Transformation lässt sich der IC50-Wert („inhibiting concentration 50%“) be-
rechnen. Dieser Transformation liegt die Formel logit (P) = ln (P/1-P) zu 
Grunde, wobei P dem prozentualen Anteil der spezifischen Bindung des un-
markierten Liganden am Ausgangswert (Basis = 1) entspricht. Die Dar-
stellung dieser Umformung erfolgt im logit/log-Plot. Die Einführung einer Reg-
ressionsgeraden erlaubt die Berechnung von logit = 0 (P = 0,5) und damit 
des IC50-Wertes. Dieser IC50-Wert gibt die statistisch ermittelte Konzentration 
des unmarkierten Liganden wieder, bei der 50% des spezifisch gebundenen 
Radioliganden durch den unmarkierten Liganden vom Rezeptor verdrängt 
worden sind. Der Quotient der IC50-Werte von exogenem zu natürlichem Li-
gand wird als relative Bindungsaffinität (RBA) bezeichnet und stellt ein Maß 
für das Bindungspotenzial von Substanzen oder Substanzgemischen an den 
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untersuchten Rezeptor dar, das in Äquivalenten des natürlichen Liganden 
angegeben wird. 
Auf Basis der Charakterisierung des Estrogenrezeptors von Xenopus 
laevis (LUTZ & KLOAS 1999) wurde der RARA im Rahmen dieser Arbeit dazu 
verwendet, das Vermögen der lipophilen Inhaltsstoffe, die aus komplexen 
Matrizes wie z.B. Wasserproben aus der Umwelt extrahiert wurden, zu ana-
lysieren, an diesen Hormonrezeptor zu binden. Die Bindung an den ER ist 
die Voraussetzung dafür, dass auch biologische Wirkungen auf das Hormon-
system hervorgerufen werden können. 
 
 
Medien und Chemikalien 
 
 Extrakte komplexer Matrizes (vgl. 2.6 Extraktion) 
 Tris-HCl-Puffer (direkt vor Gebrauch frisch anzusetzen): 
 Tris-HCl 20 mM (Boehringer, Ingelheim) 
 Saccharose 250 mM (Merck, Darmstadt) 
 Na2-Molybdat 10 mM (Merck, Darmstadt) 
 Dithiothreitol (DTT) 5 mM (Boehringer, Ingelheim) 
 
 Aktivkohlesuspension: 
 Tris-HCl-Puffer 20 mM 
 Aktivkohle Norit A, 4-7 µm 3,75 % (Boehringer, Ingelheim) 
 Dextran T 70 0,375 % (Roth, Karlsruhe) 
 
 Hormonlösung (radioaktiv): 
 [3H]-17β-Estradiol, 51 Ci/mmol (Amersham, Braunschweig) 
 Ethanol, 5% (Merck, Darmstadt) 
 
 Szintillationscocktail Ultima Gold (Canberra-Packard, Frankfurt) 
 
 
Durchführung 
Zwei frisch entnommene Xenopus-Leberhälften wurden unverzüglich in eis-
kalten Tris-HCl-Puffer überführt und gewogen. Der anschließenden mechani-
schen Zerkleinerung der Leber folgten zwei Waschschritte mit wiederum eis-
kaltem Tris-HCl-Puffer zur Blutentfernung, worauf die Leberstücke im glei-
chen Puffer aufgenommen (6 mL/g Gewebe) und mit Hilfe eines motorbetrie-
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benen Teflon-Pistills (Braun, Melsungen) in einem Glasplottergefäß bei 
1000 U/min in 10-15 Wiederholungen homogenisiert wurden. 
In einem ersten Zentrifugationsschritt wurde die Suspension zunächst 
15 min bei 12 000 g und 4°C zentrifugiert (Centrikon T-124, Rotor 12.24, 
Kontron, Neufahrn), ehe der Transfer des Überstandes (ohne die Lipidfrak-
tion) in die Ultrazentrifuge erfolgte (Ultrazentrifuge TGA, Kontron, Neufahrn), 
in der dieser für eine Stunde bei 100 000 g und 4°C verblieb. Die gewünsch-
ten cytosolischen Estrogenrezeptoren waren im Überstand dieser abschlie-
ßenden Zentrifugation enthalten, welcher zur weiteren Verwendung abgezo-
gen wurde. Die Untersuchungen des Kompetitionsverhaltens wurden in se-
paraten Wiederholungen mit dem Cytosol von je drei Männchen und Weib-
chen durchgeführt. 
Die im Rahmen der Kompetitionsstudien verwendeten Inkubationsan-
sätze enthielten jeweils 25 µL [3H]-17β-Estradiol zur Einstellung einer End-
konzentration von 15 nM im Ansatz, 150 µL Puffer, 100 µL Lebercytosol und 
10 µL Probengut. Als Probengut wurden parallel zu einer Konzentrationsrei-
he von 10-9 bis 10-3 M unmarkierten 17β-Estradiols eine Verdünnungsreihe 
des 1 000fach angereicherten Extraktes inkubiert, die auf die 0,7x, 3,5x, 
17,5x bzw. 35x Konzentrierungsstufe des Ausgangsmediums eingestellt 
wurde. Dies erlaubte einen Vergleich des kompetitiven Verdrängungspotenti-
als der Extraktinhaltsstoffe mit dem des natürlichen Liganden. 
Die Inkubation der Ansätze erfolgte für 24 h bei 4°C. Danach wurden je 
300 µL Aktivkohlesuspension zu den Proben gegeben und gevortext, um 
rezeptorgebundene Estrogene von frei in der Lösung vorhandenen abzu-
trennen. Letztere wurden von der Aktivkohle absorbiert und in einem Zentri-
fugationsschritt (3 750 g, 15 min) abgetrennt. Ein 300 µL Aliquot des Über-
standes wurde zu 3 mL Szintillationscocktail gegeben und zur Messung in 
einen Flüssigkeitsszintillationszähler (LSC, Tri Carb 300, Packard) gebracht. 
Die Menge an hormonartigen Inhaltsstoffen des Extraktes mit Bin-
dungsfähigkeit zum Estrogenrezeptor wurde auf folgende Weise berechnet. 
Aus den Kompetitionsdaten der 17β-Estradiol-Referenzkonzentra-tionen (10-
9 – 10-5 M) wurde nach Transformation in einen logit-log-Plot eine Regressi-
onsgerade erstellt. Der Schittpunkt dieser Geraden mit der x-Achse gibt den 
IC50-Wert für den natürlichen Liganden 17β-Estradiol an. Der IC50-Wert stellt 
die rechnerisch ermittelte Konzentration dar, bei der die Hälfte des gebunde-
nen radioaktiven Liganden durch nicht markiertes 17β-Estradiol verdrängt 
wurde. 
Parallel zur Konzentrationsreihe des 17β-Estradiol wurden verschiede-
nen Anreicherungsstufen der natürlichen Medien auf ihr Verdrängungspoten-
zial hin untersucht. Dazu wurden die zunächst 1 000 fach angereicherten 
Extrakte (siehe Kapitel 2.6) 1 : 50, 1 : 10, 1 : 2 und unverdünnt im RARA ein-
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gesetzt. Durch die Verdünnung im experimentellen Ansatz ergaben sich 
hieraus Konzentrierungsstufen von 0,7x; 3,5x; 17,5x und 35x. Analog zu dem 
für den natürlichen Liganden beschriebenen Vorgehen wurde für die Extrakte 
der Konzentrierungsfaktor berechnet, bei dem die Hälfte aller Rezeptoren 
aufgrund der Verdrängung durch die Inhaltsstoffe des Extraktes nicht mehr 
mit dem radioaktiven Liganden besetzt sind. Der Quotient von IC50-Wert des 
17β-Estradiols und dem errechneten Konzentrationsfaktor gibt das Potenzial 
der Extrakte in Estradioläquivalenten an, mit dem die enthaltenen Substan-
zen an den cytosolischen Estrogenrezeptor der Leber von Xenopus laevis 
binden können. 
 
 
2.6 EXTRAKTION 
 
Um die Inhaltsstoffe komplexer Matrizes auf ein Konzentrationsniveau anzu-
reichern, das eine Prüfung in den bereits beschriebenen Bioassays zuließ 
und darüber hinaus den Versuch zu unternehmen, eine einfachere, aber e-
benso verlässliche Alternative zu aufwändigen Freilanduntersuchungen an-
zubieten, wurden Extrakte der auch anderweitig im Rahmen dieser Arbeit 
untersuchten Medien angefertigt und zur Analyse herangezogen. 
Im Fokus des Interesses standen lipophile Stoffe, deren Anreichung 
über eine C18-Festphasenextraktion möglich ist. Die langkettigen, aliphati-
schen Reste des Sorbens halten beim Durchlauf eines Mediums hydrophobe 
Substanzen zurück, die im Anschluss eluiert und so für den weiteren Einsatz 
in experimentellen Untersuchungen verfügbar gemacht werden können. 
 
 
Medien und Chemikalien 
 
 Proben von Oberflächengewässsern 
 Bakerbond spe glas columns 
 mit PTFE-Fritten, 8 mL, 2 g C18 (Baker, Deventer, Niederlande) 
 Chromabond C18ec Polypropylensäulen 
 70 mL, 10g Sorbens (Macherey & Nagel, Düren) 
 Methanol, gradient grade (Merck, Darmstadt) 
 Wasser, HPLC grade (Merck, Darmstadt) 
 Ethanol, gradient grade (Merck, Darmstadt) 
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Durchführung 
Das Probenvolumen des zu extrahierenden Mediums lag abhängig von der 
notwenigen Extraktmenge für das Experiment, in dem diese untersucht wer-
den sollten, bei 2 oder 100 L. Für die 2 L-Proben wurden Bakerbondsäulen 
benutzt, während die Extraktion des größeren Volumens mit Chromabond-
Säulen durchgeführt wurde. Vor dem Probenkontakt wurden die Säulen mit 
Methanol konditioniert. Nach einem abschließenden Waschschritt mit Was-
ser war die Vorbereitung der Kartuschen für die Extraktion beendet. 
Die Proben wurden mit einer Durchflussrate von etwa 10 mL/min auf 
die Säulen gegeben. Um den Durchfluss zu unterstützen und zu beschleuni-
gen, saßen die Säulen einer Unterdruckkammer (Column Processor spe 
12G, Baker, Deventer, Niederlande) auf. Nachdem das gesamte Probenvo-
lumen die Kartusche passiert hatte, erfolgte ein abschließender Spülschritt 
mit Wasser und die Trocknung des Sorbens unter einem Stickstoffstrom. 
Mit Hilfe von Methanol wurden die lipophilen Bestandteile vom C18-
Trägermaterial eluiert und in einem Glasgefäß aufgenommen. Die auf diese 
Weise erhaltenen Extrakte wurden mit Stickstoff abgeblasen und so bis zur 
Trockenheit eingeengt. Die Wiederaufnahme der Substanzen in dem für den 
Einsatz in Bioassays geeigneten Träger Ethanol erfolgte unter anoxischen 
Bedingungen. Hierzu wurde den Proben in Stickstoffatmosphäre (Microflow 
Anaerobic System Mk 2, MDH, Andover, GB) ein Volumen des Alkohols zu-
gegeben, das so gewählt war, dass sich nach dem Lösen der Extrakte eine 
1000fache Anreicherung der lipophilen Inhaltsstoffe in Bezug auf das Aus-
gangsmedium einstellte. Ein optimaler Wiederlösungsgrad der extrahierten 
Substanzen wurde durch zweitägiges Schütteln bei etwa 200 rpm sicherge-
stellt. Die Lagerung der Extrakte erfolgte bei 4°C. 
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2.7 STATISTIK 
 
Die Untersuchung der ermittelten Daten auf signifikante Unterschiede 
wurde mit Hilfe der statistischen Software SPSS (Statistical Package for the 
Social Sciences, Version 9.0.1, SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeführt. Es 
wurden dazu folgende statistische Testverfahren angewandt: 
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden stets mehrere Teil-
gruppen im Rahmen eines Experimentes untersucht. Als Voraussetzung für 
den Vergleich von zwei dieser Gruppen auf signifikante Unterschiede wurde 
zunächst der Kruskal-Wallis-Test angewendet (KRUSKAL & WALLIS 1952). 
Dieses Verfahren prüft, ob die zu untersuchenden Gruppen einer Grundge-
samtheit entstammen und damit, ob die Untersuchung auf signifikante Unter-
schiede zwischen einzelnen Gruppen zulässig ist. 
Zum direkten Vergleich zweier Gruppen auf Signifikanzen wurde der 
parameterfreie U-Test nach Mann-Whitney herangezogen (WEBER 1986). 
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3 ERGEBNISSE 
 
3.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR LARVALENT-
WICKLUNG VON XENOPUS LAEVIS 
 
Von fundamentaler Bedeutung für die Erforschung von Faktoren, die die ge-
schlechtliche Entwicklung von Amphibien durch Hervorrufung adverser Effek-
te auf das Hormonsystem beeinflussen können, ist die Kenntnis der dieser 
sexuellen Differenzierung zu Grunde liegenden Mechanismen. 
Obwohl gerade Xenopus laevis einen intensiv verwendeten Modellor-
ganismus darstellt, waren bislang keine Untersuchungen bekannt, die den 
Gehalt an Sexualsteroiden während der vollständigen larvalen Entwicklung 
dieses Amphibs zum Gegenstand hatten. Die vergleichsweise neue Methodik 
der RT-PCR bot darüber hinaus die Möglichkeit, parallel die Expression der 
korrespondierenden Rezeptoren im Verlauf dieser Phase zu erfassen. 
 
 
3.1.1 Steroidgehalt 
 
Die Mengen der Sexualsteroide 17β-Estradiol (E2), Testosteron (T) und Di-
hydrotestosteron (DHT), die während der larvalen Entwicklung von Xenopus 
laevis auftreten, wurden mittels Radio Immuno Assay untersucht. 
Zu diesem Zweck wurden beginnend mit dem befruchteten Ei über ver-
schiedene Zwischenstufen der Entwicklung bis hin zum Jungtier mit vollstän-
dig abgeschlossener Metamorphose Proben gesammelt und gewogen. So-
bald die lichtmikroskopische Begutachtung unter dem Stereomikroskop eine 
Unterscheidung der Gonaden in Ovar bzw. Testes zuließ (Stadium 56), er-
folgte die Probennahme unter Berücksichtigung des Geschlechtes. Die Er-
fassung der Steroidkonzentrationen [pg/g Gewebe] wurde für jede untersuch-
te Entwicklungsstufe und - sobald bestimmbar - für jedes Geschlecht in 
sechs Parallelen durchgeführt. 
Die Bestimmung des E2-Gehaltes in den untersuchten Proben während 
der larvalen Entwicklung (Abb. 3.1) zeigte bereits in befruchteten Eiern, die 
Embryonen des Larvalstadiums 20 ± 5 beinhalten, hohe Werte von 2586 ± 
987 pg/g Gewebe (Mittelwert ± SD, n = 6). Im weiteren Verlauf der Entwick-
lung akkumulierte E2 in den Larven, was zu höheren Konzentrationen von 
5948 ± 2278 pg/g Gewebe in frisch geschlüpften Kaulquappen des Stadi-
Ergebnisse 
- 48 - 
ums 38 führte. Im Anschluss daran wiesen die Messungen einen deutlichen 
Rückgang des E2-Gehaltes in Kaulquappen in den Stadien der Prämeta-
morphose nach. Ab Stadium 56, das die Geschlechtsbestimmung per Bino-
kular erlaubt, konnte in weiblichen Tieren ein leichter Anstieg an E2 beobach-
tet werden. Männliche Tiere wiesen dagegen einen durchgehend geringeren 
Gehalt an E2 auf, der im Stadium 62 und in etwa zwei Monate alten juvenilen 
Tieren im Vergleich zu weiblichen Individuen signifikant erniedrigt war. Beide 
Geschlechter zeigten bei dieser letzten Bestimmung im juvenilen Stadium 
eine deutlich höhere Menge an E2 als vor und während der Metamorphose, 
wobei der Höchstwert der gesamten Entwicklung zum Zeitpunkt des Schlüp-
fens der Larven jedoch nicht annähernd erreicht wurde. 
 
Abb. 3.1: Gehalte an 17β-Estradiol während der Larvalentwicklung von Xenopus 
laevis in Eiern und Ganzkörperhomogenaten (Mittelwerte ± SD, n = 6) in 
pg/g Gewebe. Signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern 
sind durch Sterne gekennzeichnet (*p < 0,05). Zum Vergleich: 17β-
Estradiol-Gehalt im Serum adulter Tiere: ♀ 3,7 ± 0,9; ♂ 0,2 ± 0,0 [ng/mL] 
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Abb. 3.2: Gehalte an Androgenen (Testosteron und Dihydrotestosteron) während 
der Larvalentwicklung von Xenopus laevis in Eiern und Ganzkörperho-
mogenaten (Mittelwerte ± SD, n = 6) in pg/g Gewebe. Signifikante Unter-
schiede zwischen den Geschlechtern sind durch Sterne gekennzeichnet 
(*p < 0,05). Zum Vergleich: Androgen-Gehalt im Serum adulter Tiere: ♀ 
6,2 ± 2,3; ♂ 19,8 ± 3,1 [ng/mL] 
 
Die parallel bestimmten Gehalte an den Androgenen T und DHT wiesen zu 
Beginn der Entwicklung einen ähnlichen Verlauf wie die des E2 auf 
(Abb. 3.2). Auch hier folgte einer bereits in befruchteten Eiern recht hohen 
Konzentration von 2760 ± 730 pg/g Gewebe die höchste Menge innerhalb 
des gesamten Entwicklungsverlaufes in frisch geschlüpften Larven des Sta-
diums 38 (5421 ± 2408 pg/g Gewebe). Die starke Abnahme des Steroidge-
haltes nach diesem Zeitpunkt fiel für die Androgene etwas weniger deutlich 
aus als für E2, dennoch zeigten sich die geringsten Werte der Summe der 
Androgene in den Stadien der Metamorphose. Während dieser Phase wie-
0
20 30 40 50 60 juv.
2000
4000
6000
8000
STADIUM
**
weiblich
männlich
nicht diff.
[ p
g/
g 
K
ör
pe
rg
ew
ic
ht
 ]
ANDROGENE (T, DHT)
Ergebnisse 
- 50 - 
sen männliche Tiere einen höheren Androgengehalt auf als weibliche Tiere. 
Dieser Unterschied war in Stadium 58 und in juvenilen Tieren auf signifikan-
tem Niveau feststellbar. Vergleichbar, wenn auch nicht so ausgeprägt wie bei 
den Verhältnissen hinsichtlich des E2-Gehaltes, zeigten die Tiere im juveni-
len Stadium auch für die Androgene höhere Konzentrationen als vor und 
während der Metamorphose. 
 
 
3.1.2 Expression der mRNA von Estrogen- bzw. An-
drogenrezeptor 
 
Parallel zu den Studien über die Steroidgehalte während der verschiedenen 
Stadien der larvalen Entwicklung von Xenopus laevis wurde das Auftreten 
der zugehörigen Estrogen- (ER) und Androgen- (AR) Rezeptoren untersucht. 
Dies erfolgte auf der Ebene der mRNA, die der Biosynthese der entspre-
chenden Proteine zu Grunde liegt. Die Analyse dieser Genexpression wurde 
mit Hilfe semiquantitativer RT-PCR durchgeführt. 
Analog zur Probennahme für die Steroidmessungen wurden die unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien in je sechs Parallelen erfasst und ge-
schlechtsspezifisch unterschieden, sobald dies durch lichtmikroskopische 
Beurteilung möglich war. Untersucht wurden Entwicklungsstadien vom be-
fruchteten Ei bis zum juvenilen Frosch mit vollständig abgeschlossener Me-
tamorphose. 
Die RT-PCR wurde entsprechend der unter 2.4 beschriebenen Vorge-
hensweise durchgeführt. Die Menge der PCR-Produkte von ER und AR in 
den Proben wurden durch semiquantitative Densitometrie auf Basis der im 
Agarosegel erhaltenen Banden ermittelt. Diese Werte wurden mit den Daten 
des parallel mitgeführten internen Standards EF der jeweiligen Proben in Be-
ziehung gesetzt, um vermeintliche Einflüsse ungleicher mRNA-Fracht zu Be-
ginn der Reaktion auszuschließen. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte 
als prozentualer Anteil an der Probe, in der die höchste Expression der Re-
zeptor-mRNA im gesamten Entwicklungsverlauf festzustellen war. 
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Abb. 3.3: Verlauf der Expression von Estrogenrezeptor-mRNA während der Larva-
lentwicklung von Xenopus laevis in Eiern und Ganzkörperhomogenaten 
(Mittelwerte ± SD, n=6) in Prozent des größten, detektierten Mittelwertes. 
Signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern sind durch Sterne 
gekennzeichnet (*p < 0,05). 
 
Die Expression des ER lag zu Beginn der Entwicklung unterhalb der Nach-
weisgrenze der RT-PCR (Abb. 3.3). Erst ab Kaulquappenstadium 38 konnte 
der ER detektiert werden, der im anschließenden Entwicklungsverlauf bis 
zum Stadium 54 in stark zunehmendem Maß auftrat. Die danach ge-
schlechtsspezifisch bestimmten Werte zeigten die ER-Expression in weibli-
chen Tieren auf einem hohen Niveau verbleibend, während in männlichen 
Tieren mRNA des ER stets in geringerem Umfang nachgewiesen wurde. 
Diese Differenz trat bei Tieren, die die Metamorphose abgeschlossen hatten, 
signifikant auf. 
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Abb. 3.4: Verlauf der Expression von Androgenrezeptor-mRNA während der Larva-
lentwicklung von Xenopus laevis in Eiern und Ganzkörperhomogenaten 
(Mittelwerte ± SD, n=6) in Prozent des größten, detektierten Mittelwertes. 
 
Die Verhältnisse der AR-Expression (Abb. 3.4) entsprachen zu Beginn der 
Entwicklung denen des ER: In den frühen Stadien war keine Transkription 
des AR nachzuweisen. Die erste feststellbare AR-Genaktivität war in Stadi-
um 38 zu verzeichnen, deren Stärke sich bis Stadium 48 entsprechend der 
für den ER geschilderten Verhältnisse deutlich erhöhte und im Verlauf der 
beginnenden Metamorphose in der Größenordnung dieses Wertes blieb. 
In der anschließenden Entwicklungsphase konnte in den Kaulquappen 
beider Geschlechter eine Expression des AR beobachtet werden, die zu-
nächst recht gleich bleibend stark ausfiel, zum Abschluss der Metamorphose 
jedoch fallende Tendenz aufwies. Signifikante Unterschiede der Ausprägung 
des AR zwischen den Geschlechtern traten nicht auf. 
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3.1.3 Sexualdifferenzierung in vivo 
 
Um zu überprüfen, welche Konsequenzen die Gegenwart von vermeintlich 
oder tatsächlich hormonell wirksamen Substanzen im Umgebungsmedium 
auf die sexuelle Differenzierung in vivo hat, wurden Kaulquappen von Xeno-
pus laevis während ihrer gesamten larvalen Entwicklung gegenüber solchen 
Stoffen exponiert und anschließend hinsichtlich der Geschlechterverteilung 
der behandelten Gruppen analysiert. 
Dabei sollten exemplarisch Vertreter aller vier möglichen Beeinflus-
sungsformen von Geschlechterverhältnissen untersucht werden: verweibli-
chend, einer Verweiblichung entgegenwirkend, vermännlichend und einer 
Vermännlichung entgegenwirkend. Zu diesem Zweck wurden das natürliche 
Estrogen 17β-Estradiol (E2), das chemisch modifizierte und vornehmlich in 
Kontrazeptiva eingesetzte Ethinylestradiol (EE2), das in der Bekämpfung von 
Brustkrebs nutzbare Anitestrogen Tamoxifen (TAM), die natürlichen Andro-
gene Testosteron (T) und Dihydrotestosteron (DHT) sowie das modifizierte 
Methyltestosteron (MT) und die Antiandrogene p,p’-DDE (DDE), ein Haupt-
metabolit des DDT, und das synthetische Hormon Cyproteronacetat (CYP), 
mit dem sich Vermännlichungserscheinungen bei der Frau behandeln lassen, 
verwendet. Die Exposition gegenüber diesen Stoffen erfolgte im sublethalen 
Bereich bei Konzentrationen zwischen 10-7 und 10-8 M. Nach Abschluss der 
Behandlung wurde das Geschlecht der Tiere durch optische Bestimmung 
nach Präparation ermittelt (Abb. 3.5).  
 
 
 
Abb. 3.5: Gonaden juveniler, männlicher (A) und weiblicher (B) Xenopus laevis. 
Vergrößerung 20-fach, Maßstab entspricht 500µm. 
A B
TESTES
OVAR
Ergebnisse 
- 54 - 
 
 
Die auf diese Weise bestimmten Geschlechterverhältnisse sind Abb. 3.6 zu 
entnehmen. 
 
 
Abb. 3.6: Beeinflussung der sexuellen Differenzierung von Xenopus laevis durch 
Behandlung mit Estrogenen (E), Antiestrogenen (AE), Androgenen (An) 
und Antiandrogenen (AAn) während der larvalen Entwicklung. E2=17β-
Estradiol, EE2=Ethinylestradiol, TAM=Tamoxifen, T=Testosteron, MT= 
Methyltestosteron, DHT=Dihydrotestosteron, DDE=p,p’-DDE, 
CYP=Cyproteronacetat. Signifikante Unterschiede sind durch Sterne ge-
kennzeichnet (*: p<0,05, ***: p<0,001, Mann-Whitney U-Test) 
 
Die unbehandelte Kontrolle zeigte gemäß der genetischen Determination 
etwa gleichmäßige Anteile an männlichen und weiblichen Tieren. Dem ge-
genüber standen hochsignifikante Verweiblichungseffekte durch die Estroge-
ne E2 und EE2 (p < 0,001), die darüber hinaus einen konzentrationsabhän-
gigen Wirkungsgrad offenbarten. Das Antiestrogen TAM dagegen wies keine 
Beeinflussung des Geschlechterverhältnisses in Relation zur Referenz auf. 
Die Betrachtung der Gonaden tamoxifenbehandelter Tiere unter dem Ste-
reomikroskop ließ jedoch im Vergleich zu den Kontrollgruppen unterentwi-
ckelte Gonaden erkennen. Während durch das natürliche Androgen Testos-
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teron ebenfalls keine Verschiebung der Geschlechteranteile feststellbar war, 
konnte bei den weiteren Androgenen MT und DHT eine signifikante Ver-
männlichung (p < 0,05) der Testpopulation beobachtet werden. Die Antian-
drogene DDE und CYP bewirkten einen signifikant erhöhten Weibchenanteil 
(p < 0,05) an den Tieren, die in diesen Ansätzen die Metamorphose ab-
schließen konnten. 
Unterschiede in den n-Zahlen des Experiments waren auf Ausfälle im 
Tierbesatz zurückzuführen, die im Laufe des Versuchszeitraums von etwa 
drei Monaten auftraten. Da diese jedoch über alle Behandlungen hinweg auf 
einem vergleichbaren Niveau zu verzeichnen waren, konnte eine substanz-
spezifische Ursache ausgeschlossen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
3.2 LANGZEITSTUDIE 
 
Die Festlegung des Geschlechtes im Rahmen der Entwicklung von X. laevis 
erfolgt bereits vor Abschluss der Metamorphose. Die Ausdifferenzierung von 
Ovar und Testes zu funktionstüchtigen Organen mit Erreichen der Ge-
schlechtsreife findet jedoch überwiegend im juvenilen Stadium statt. Um 
mögliche Einflüsse exogener Substanzen auf diese Entwicklungsphase 
durch Beeinträchtigung des Hormonsystems zu untersuchen, wurde eine 
Langzeitstudie durchgeführt. 
 
 
3.2.1 Geschlechterverhältnisse 
 
Die Bestimmung der Anteile an männlichen und weiblichen Tieren in den 
Testansätzen durch lichtmikroskopische Begutachtung der Gonaden erfolgte 
am Ende des Versuchszeitraums. Da die Determination des Geschlechtes 
bereits vor der Metamorphose abgeschlossen ist und entsprechend eine Ex-
position gegenüber Substanzen im Umgebungsmedium, die erst im juvenilen 
Stadium einsetzt, keinen Einfluss auf die Verteilung der Geschlechter nimmt, 
stellt Abb. 3.7 ausschließlich die Resultate der dauerbehandelten Ansätze 
dar. 
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Abb. 3.7: Beeinflussung der sexuellen Differenzierung von Xenopus laevis im 
Rahmen der Langzeitstudie (Expositionsbeginn während der Larvalpha-
se) durch Behandlung mit 17β-Estradiol (E2), Tamoxifen (TAM), Testo-
steron (T) und Methyltestosteron (MT) und p,p’-DDE (DDE) während der 
larvalen Entwicklung. Signifikante Unterschiede sind durch Sterne ge-
kennzeichnet (*: p < 0,05, ***: p < 0,001, Mann-Whitney U-Test) 
 
Entsprechend der genetischen Determination wies die unbehandelte Kontrol-
le etwa gleichmäßige Anteile an männlichen und weiblichen Tieren auf. Im 
Vergleich dazu zeigten sich hochsignifikante Verweiblichungseffekte durch 
die Behandlung mit E2 (p < 0,001) in konzentrationsabhängiger Ausprägung. 
Das Antiestrogen TAM verursachte in der höheren, geprüften Konzentration 
(10-7 M) keine Beeinflussung des Geschlechterverhältnisses im Vergleich zur 
Referenz. Die niedrigere Testkonzentration des TAM (10-8 M) dagegen führte 
zu einem signifikant erhöhten Anteil (p < 0,05) an männlichen Tieren in die-
sem Ansatz. Während die Exposition gegenüber dem natürlichen Androgen 
T keine Verschiebung des Geschlechterverhältnisses nach sich zog, wurde 
beim modifizierten Androgen MT eine signifikante Vermännlichung (p < 0,05) 
der Testpopulation festgestellt. Das Antiandrogen DDE blieb in beiden ver-
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wendeten Konzentrationen ohne Folge für die Anteile männlicher und weibli-
cher Tiere, die in diesen Behandlungen die Metamorphose abschließen 
konnten. 
 
 
3.2.2 Mortalität und begleitende Beobachtungen 
 
Im Lauf des beinahe zweijährigen Versuchszeitraums traten Befunde auf, die 
neben den ausgewerteten Testparameter Hinweise auf die Wirkung von exo-
genen Hormonen und hormonähnlichen Substanzen lieferten. 
Die Behandlung der Kaulquappen mit E2 (10-7 M) während der larvalen 
Entwicklung wies eine niedrige Mortalitätsrate auf, die den für diese Entwick-
lungsphase üblichen Ausfällen entsprach. Für Tiere mit abgeschlossener 
Metamorphose war diese Konzentration des estrogenen Hormons offensicht-
lich toxisch. Unabhängig vom Geschlecht begannen die juvenilen Frösche, 
vermehrt Flüssigkeit im Körper anzusammeln, was zunächst zu einer starken 
Zunahme des Körpervolumens und schließlich zum Tod führte (Abb. 3.8 A). 
Von diesem Phänomen waren sowohl die Tiere betroffen, die bereits vor und 
während ihrer Metamorphose unter E2-Einfluss standen, als auch jene, de-
ren Exposition gegenüber E2 erst nach der Metamorphose begonnen wurde. 
 
 
Abb. 3.8: (A) Juveniles Tier, dessen Körper durch die Behandlung mit 17β-Estradiol 
(10-7 M), die erst nach Abschluss der Metamorphose begann, stark auf-
gedunsen ist (B). Durch die Behandlung mit Methyltestosteron (10-8 M) 
hervorgerufene Dunkelfärbung der Vorderextremitäten von juvenilen Tie-
ren 
 
Adulte männliche und weibliche Tiere der Art Xenopus laevis besitzen unter-
schiedliche Phänotypen. So sind bei den körperlich größeren Weibchen Klo-
akenfalten zu finden, während sich bei den kleineren Männchen die Innensei-
ten der Vorderextremitäten bei Paarungsbereitschaft dunkel färben. Diese 
sekundären Geschlechtsmerkmale treten im Rahmen einer normalen sexuel-
len Entwicklung erst kurz vor oder mit Erreichen der Geschlechtsreife auf. 
A B
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Bei den Tieren, die mit E2 (10-7 und 10-8 M) behandelt wurden, waren 
Kloakenfalten bereits kurz nach Abschluss der Metamorphose zu beobach-
ten. Wie die Untersuchung der Gonaden am Versuchsende zeigte, wurden 
diese Kloakenfalten unter dem Einfluss exogenen 17β-Estradiols auch von 
männlichen Tieren entwickelt. 
In den mit Testosteron behandelten Becken konnten vereinzelt Tiere 
mit dunkel gefärbten Innenflächen der Vorderextremitäten beobachtet wer-
den, während dies bei allen juvenilen Fröschen der Fall war, die gegenüber 
Methyltestosteron exponiert wurden (Abb. 3.8 B). Auch dieses Merkmal trat 
unabhängig davon auf, ob es sich um männliche oder weibliche Tiere han-
delte. 
 
 
3.2.3 Histologie 
 
Der Krallenfrosch X. laevis ist aufgrund der langen Zeitspanne von bis zu 
zwei Jahren, die zwischen dem Abschluss der Metamorphose und dem Er-
reichen der Geschlechtsreife liegt, ungeeignet für Studien, die eine Beein-
flussung der Reproduktionsleistung anhand von Laicherfolg oder Ertrag an 
Jungtieren messen. Um dennoch einen Eindruck über die mögliche Beein-
trächtigung der Fertilität von langfristig gegenüber potenziell endokrin wirk-
samen Substanzen exponierten Tieren zu erhalten, wurden die Gonaden der 
Individuen aus der Langzeitstudie histologisch untersucht. 
Die vorliegenden Tierzahlen pro Behandlungsgruppe am Ende des Ex-
postitionszeitraums waren stark unterschiedlich und z.T. recht gering. Dar-
über hinaus ließ die fehlende Kenntnis, welche histologisch beobachtbaren 
Veränderungen tatsächlich relevante Beeinträchtigungen des Reprodukti-
onserfolgs nach sich ziehen, die verlässliche Definition eines adversen Er-
scheinungsbildes nicht zu. Aus diesen Gründen konnte eine statistische 
Auswertung von auftretenden Abweichungen im Vergleich zu den unbehan-
delten Kontrollansätzen nicht durchgeführt werden. 
Die folgenden Darstellungen (Abb. 3.9 und 3.10) zeigen beispielhaft 
auffällige Befunde, wie sie im mikroskopischen Bild der Gonaden nach den 
verschiedenen Behandlungen auftraten. 
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Abb. 3.9: Histologische Abbildungen von Ovarien etwa 20 Monate alter Xenopus: 
(A) unbehandelte Kontrolle, frühe Oocytenstadien, 100x (B) unbehandelte 
Kontrolle, reifere Oocyten, 100x, (C) Dauerexposition mit E2 10-7 M, 100x 
(D) Exposition nach Abschluss der Metamorphose mit MT 10-8 M, 100x 
(E) Exposition nach Abschluss der Metamorphose mit TAM 10-7 M, 100x 
(F) Dauerexposition mit TAM 10-7 M, 100x, Maßstäbe entsprechen 20 µm. 
 
Im Vergleich zu normal entwickelten Ovarien (Abb. 3.9 A und B) wurden ver-
schiedenartige Veränderungen im Gewebe nach Behandlung beobachtet. 
So führte die bereits im Kaulquappenstadium einsetzende Behandlung 
mit E2 (10-7 M) zu Oocyten, die eine undeutlicher gegliederte Struktur auf-
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wiesen. Sowohl die Kern- als auch die Zellgrenzen offenbarten eine auffällig 
geringe Konturierung (Abb. 3.9 C). 
Bei weiblichen Tieren, die nach Abschluss der Metamorphose mit ei-
nem Androgen (MT, 10-8 M) behandelt wurden, ließen sich überwiegend O-
varien beobachten, die in ihrer Reifung retardiert erschienen und neben defi-
zitärem Wachstum auch in der Entwicklung vergleichsweise zurückgeblieben 
waren (Abb. 3.9 D). 
Die Wirkung der Exposition gegenüber dem Antiestrogen TAM (10-7 M) 
äußerte sich in erster Linie in vergleichsweise unterentwickelten Ovarien 
(Abb. 3.9 E), die sowohl in Tieren zu beobachten waren, die während ihrer 
gesamten Entwicklung in Kontakt mit TAM waren, als auch bei solchen, die 
erst als juveniler Frosch mit bereits angelegtem Eierstock mit TAM in Berüh-
rung kamen. Zusätzlich bleibt festzustellen, dass Tiere in Einzelfällen normal 
große Ovarien ausbildeten, deren Oocyten jedoch auffällige Läsionen im Dot-
terbereich zeigten (Abb. 3.9 F). 
Das Hodengewebe männlicher Tiere zeigte sich durch die Behandlun-
gen insgesamt weniger stark verändert. 
Verglichen mit normal entwickelten Testes (Abb. 3.10 A und B) wiesen 
die Individuen, die unter dauerhaftem Einfluss von MT (10-8 M) standen, klei-
nere Keimdrüsen auf. Darüber hinaus waren im histologischen Bild vereinzelt 
Läsionen im Gewebe zu erkennen, die in den Kontrolltieren nicht auftraten 
(Abb. 3.10 C). Die Untersuchung mit höherer Vergrößerung wies dagegen 
nach, dass sich Hoden von androgen- und unbehandelten Tieren in der de-
taillierten Betrachtung kaum voneinander unterscheiden (Abb. 3.10 D). Dies 
wird bestätigt und gilt in gleicher Weise für männliche Frösche, die seit ihrer 
Kaulquappenphase gegenüber Testosteron (10-8 M) exponiert waren (Abb. 
3.10 F). 
Die Behandlung mit E2 (10-8 M) zog dagegen massivere Veränderun-
gen nach sich, auch wenn mit ihr erst nach Abschluss der Metamorphose 
begonnen wurde. Unter estrogenem Einfluss kam es zu Läsionen im Gewe-
be, die vermehrt sowie in stärkerem Umfang auftraten und so insgesamt zu 
z.T. deutlichen Vergrößerungen des Hodens führten (Abb. 3.10 E). 
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Abb. 3.10: Histologische Abbildungen von Testes etwa 20 Monate alter Xenopus: 
(A) unbehandelte Kontrolle, 100x (B) unbehandelte Kontrolle, 400x (C) 
Dauerexposition mit MT 10-8 M, 100x (D) Dauerexposition mit MT 10-8 M, 
400x (E) Exposition nach Abschluss der Metamorphose mit E2 10-8 M, 
100x (F) Dauerexposition mit T 10-8 M, 400x, Maßstäbe entsprechen: 
A, C, E: 20 µm, B, D, F: 5 µm 
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3.3 BIOMONITORING STARNBERG 
 
3.3.1 Exposition vor Ort 
 
Im Frühjahr 2000 wurden auf dem Gelände der Kläranlage Starnberg (Bay-
ern) Testpopulationen des Krallenfrosches Xenopus laevis und des heimi-
schen Grasfrosches Rana temporaria gegenüber dem Wasser der Würm, in 
die der Auslauf der Kläranlage eingeleitet wird und Mischungen von Abwas-
ser und Würm in den Verhältnissen 1:12 und 1:2 exponiert. Mit diesem Ver-
such im Rahmen einer Kooperation mit dem Bayerischen Landesamt für 
Wasserwirtschaft (LfW) sollte das Vermögen der Inhaltsstoffe des Kläranla-
genauslaufs untersucht werden, die geschlechtliche Entwicklung dieser Am-
phibien durch Interaktion mit dem Hormonsystem zu beeinflussen. Darüber 
hinaus sollte diese Studie Aufschluss geben, inwieweit die Ergebnisse des 
Modellorganismus Xenopus auf heimische Arten übertragbar sind. 
 
 
3.3.1.1 Chemische Analytik 
 
Während des gesamten Testzeitraums wurde die Exposition vom LfW mit 
chemischen Analysen des Kläranlagenauslaufs und der Würm hinsichtlich 
ausgewählter Alkylphenole und Hormone begleitet (Tab. 3.1). 
Zu Beginn der Untersuchungen war eine starke Belastung der Würm 
mit Alkylphenolen festzustellen, die Konzentrationen bis zu 1 µg/L erreichte 
und damit den Gehalt an Alkylphenolen, den der Kläranlagenauslauf aufwies, 
weit übertraf. Die analysierten Hormone zeigten in beiden Medien ein insge-
samt recht niedriges Vorkommen, wobei die Konzentrationen im Kläranla-
genauslauf zu den meisten Analysezeitpunkten leicht über denen der Würm 
lagen. 
Demnach war in den ersten Wochen der experimentellen Phase ein 
Expositionsregime gegeben, in dem die vermeintlich unbelastete Referenz 
Würm eine höhere Fracht an estrogen wirksamen Substanzen mit sich führte 
als der Auslauf der Kläranlage Starnberg. 
Nach etwa zwei Dritteln des Versuchszeitraums veränderte sich diese 
Situation durch eine deutliche Abnahme der Alkylphenolkonzentrationen in 
der Würm. Zum letzten Analysezeitpunkt, an dem auch die Proben für die 
RT-PCR- und RARA-Studien entnommen wurden, war durch die chemische 
Analytik eine niedrigere estrogene Belastung der Würm im Vergleich zum 
Kläranlagenauslauf festzustellen. Sowohl die untersuchten Alkylphenole als 
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auch die Hormone lagen im Referenzmedium in deutlich geringeren Konzent-
ration vor, als dies im geklärten Abwasser der Fall war. 
 
Tab. 3.1: Konzentrationen an Nonylphenol (NP), Oktylphenol (OP), 17β-Estradiol 
(E2), Estron (ES) und Ethinylestradiol (EE2) in Würm und Kläranlagen-
auslauf während der Vor-Ort-Exposition von X. laevis und R. temporaria 
in Starnberg [ng/L]. * kennzeichnet die sensitive Phase der Sexualdiffe-
renzierung für die Tiere, ** kennzeichnet den Entnahmezeitpunkt der 
Proben für RT-PCR und RARA (Quelle: LfW, Bayern) 
 
  Würm Kläranlagenauslauf 
  NP OP E2 ES EE2 NP OP E2 ES EE2 
 155 26 < 0,3 0,8 < 0,3 46 16 0,5 1 < 0,3 
178 28 0,4 < 0,3 0,5 53 11 0,6 1,2 < 0,3 
1000 200 0,7 0,5 0,7 45 9,5 1,4 1,2 0,8 
120 52 < 0,3 0,3 < 0,3 110 11 0,4 < 0,3 < 0,3 
*  
240 115 < 0,3 0,3 < 0,3 250 5,4 < 0,3 < 0,3 < 0,3 
 250 49 < 0,3 2 < 0,3 120 9,7 < 0,3 0,5 < 0,3 
 190 63 < 0,3 0,6 < 0,3 28 2,9 1,2 < 0,3 < 0,3 
 13 1,8 < 0,3 < 0,3 < 0,3 23 2 < 0,3 < 0,3 < 0,3 
 13 1,3 0,5 0,5 0,4 68 4,7 0,7 0,3 0,3 
**  
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21 2,6 < 0,3 < 0,3 < 0,3 290 8,9 0,5 0,6 0,7 
 
 
 
3.3.1.2 Histologie 
 
Die Gonaden der Versuchstiere beider Arten (Xenopus laevis und Rana tem-
poraria) wurden nach Ende der Exposition histologisch untersucht, um die 
Anteile männlicher und weiblicher Tiere in den behandelten Gruppen zu er-
mitteln (vgl. 3.3.1.3) und vermeintliche Einflüsse auf das Gonadengewebe 
festzustellen. 
Bei der lichtmikroskopischen Begutachtung der Schnitte konnten bei 
den Raniden neben Testes und Ovarien häufig Gonaden beobachtet werden, 
die Anteile beider Gewebetypen zeigten (Abb. 3.11 A-C). Das Auftreten sol-
cher „Hermaphroditen“ ist auf eine Besonderheit in der geschlechtlichen 
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Entwicklung der Raniden zurückzuführen. Die sexuelle Differenzierung be-
ginnt auch in der männlichen Entwicklung zunächst mit einem weiblichen 
Stadium, das über verschiedene hermaphroditische Zwischenstadien in Ho-
dengewebe übergeht. Eine solche juvenile Intersexualität wurde erstmals bei 
Rana temporaria entdeckt (PFLÜGER 1882) und intensiv studiert 
(WITSCHI 1921, WITSCHI 1930). Demnach waren juvenile Raniden mit derarti-
gen Mischgonaden als männliche Tiere zu werten, die ihre geschlechtliche 
Entwicklung noch nicht vollständig abgeschlossen haben. 
 
 
Abb. 3.11: Histologische Schnitte von Amphibiengonaden (fixiert nach Bouin, HE-
gefärbt) zur Bestimmung der Geschlechterverhältnisse im Biomonitoring-
Experiment Starnberg: A) Rana weiblich, 400x, B) Rana “Hermaphrodit”, 
200x, C) Rana männlich, 400x, D) Xenopus weiblich, 200x, E) Xenopus 
“Hermaphrodit”, 200x, F) Xenopus männlich, 400x (Quelle: LfW, Bayern), 
Maßstäbe entsprechen: A, C, F: 5 µm, B, D, E: 10 µm 
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Dagegen war die große Mehrheit der Gonadenschnitte von Xenopus eindeu-
tig einem Geschlecht zuzuordnen. Lediglich in seltenen Ausnahmefällen 
(< 2% aller Proben) wurden auch hier Mischgonaden vorgefunden, die mög-
licherweise einen Hinweis auf die Beeinflussung der Ausbildung des Gona-
dengewebes durch die Behandlungen liefert (Abb. 3.11 D-F). 
 
3.3.1.3 Geschlechterverhältnisse 
 
Auf Basis der histologischen Untersuchungen des Gonadengewebes (vgl. 
3.3.1.2) wurden die Anteile männlicher und weiblicher Tiere ermittelt, die sich 
für die untersuchten Arten nach Behandlung mit den verschiedenen Medien 
ergaben (Abb. 3.12). 
Die Bestimmung der Geschlechterverteilung für die Ansätze von Xeno-
pus wurde zusätzlich mit Hilfe der Begutachtung der Gonaden im Stereomik-
roskop durchgeführt, um vermeintliche Unterschiede im Ergebnis aufgrund 
der verwendeten Methode erfassen zu können. Die Abweichung der parallel 
erstellten Werte lag deutlich unter 1% und war somit vernachlässigbar. 
 
 
Abb. 3.12: Einfluss der Exposition von X. laevis und R. temporaria gegenüber kom-
plexen Matrizes (Würm, Mischungen Abwasser/Würm im Verhältnis 1:12 
und 1:2) während der larvalen Entwicklung auf die sexuelle Differenzie-
rung. Zum Vergleich ist der Anteil weiblicher X. laevis aus unbehandelten 
Kontrollansätzen im Labor angeführt. (Quelle der Daten für R. tempora-
ria: LfW, Bayern) 
 
Der prozentuale Anteil an weiblichen Xenopus lag in allen drei Expositions-
medien oberhalb des Wertes, der für unbehandelte Referenzansätze im 
Rahmen von Laborexperimenten ermittelt wurde. 
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Die Gruppe, die ihre larvale Entwicklung in Würmwasser vollzogen hat-
te, zeigte mit etwa 60% den höchsten Prozentsatz weiblicher Tiere der ge-
samten Exposition von Xenopus. Die Verdünnungsstufe 1:12 wies im Ver-
gleich dazu einen geringfügig verminderten Wert an Weibchen auf, während 
der geringste Anteil an weiblichen Tieren aller Behandlungen mit 48 % im 1:2 
verdünnten Kläranlagenauslauf nachzuweisen war. 
Die Bestimmung der Geschlechterverhältnisse für die Raniden ergab 
folgendes Bild. Die Anteile von weiblichen Tieren an den exponierten Grup-
pen nahmen von 55 % in der Behandlung mit Würmwasser über das 1:12 
verdünnte Abwasser bis zur Verdünnungsstufe 1:2 auf 42 % ab. 
Die Unterschiede in der Verteilung der Geschlechter erreichten weder 
für Xenopus noch für Rana ein signifikantes Niveau. 
 
 
3.3.1.4 Biomarkerexpression 
 
Am Ende des Versuchszeitraums wurden die Änderungen untersucht, die 
durch die unterschiedlichen Behandlungen auf die Expression der Biomarker 
Vitellogenin (VG), Retinol binding protein (RBP), Estrogen Rezeptor (ER) und 
Androgen Rezeptor (AR) in der Leber von Xenopus laevis hervorgerufen 
wurden. 
Juvenilen Tieren beider Geschlechter wurden Leberproben entnommen 
und mit Hilfe der RT-PCR auf die Expression der genannten Biomarker ana-
lysiert. Zur Angabe der Resultate wurden die erhaltenen Werte der Tiere aus 
der Exposition gegenüber Würmwasser als Referenz verwendet und die Da-
ten aus den Behandlungen mit 1:12 und 1:2 verdünntem Abwasser als pro-
zentuale Abweichung von dieser Referenz dargestellt. Die Auswertung der 
Ergebnisse erfolgte getrennt für weibliche und männliche Tiere (Abb. 3.13), 
um Unterschiede in den Verhältnissen abhängig vom Geschlecht erfassen zu 
können. 
Die Expression des Vitellogenins in den Referenzbehandlungen war in 
weiblichen Xenopus signifikant höher (p < 0,01) als dies in männlichen Tie-
ren der Fall war. Diese Vitellogeninexpression erfuhr in weiblichen Tieren 
durch die Behandlung mit den Proben des Kläranlagenauslaufs eine Erhö-
hung, die umso stärker ausfiel, je größer der Anteil des Abwassers in den 
Expositionsmedien vorlag. In der 1:2-Mischprobe von Abwasser und Würm 
erreichte die Induktion des Vitellogenins in den Lebern der weiblichen Tiere 
im Vergleich zur Referenzbehandlung eine signifikante Steigerung (p < 0,01). 
Die Exposition gegenüber 1:2-verdünntem Abwasser resultierte in männli-
chen Tieren im direkten Vergleich zu den weiblichen Tieren der gleichen Be-
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handlungsgruppe in einer signfikant niedrigeren Vitellogeninexpression 
(p < 0,05). 
Das RBP wurde durch die verschiedenen Behandlungen nur gering be-
einflusst, mit steigender Abwasserkonzentration konnte lediglich eine leichte, 
nicht signifikante Zunahme der Expression registriert werden. Im Vergleich 
zu dem Mittelwert, der für den AR in mit Würmwasser behandelten Tieren 
ermittelt werden konnte, lag das Resultat des 1:12-Ansatzes höher, während 
das Ergebnis der 1:2 verdünnten Probe im Bezug zur Referenz nur einen 
geringen Anstieg der AR-Expression zeigte. Die Expression des ER in weib-
lichen Xenopus ging durch die Behandlung mit 1:12 verdünntem Abwasser 
zurück, während die mit dem höheren Abwasseranteil behandelten Tiere ein 
der Referenz vergleichbares Niveau aufwiesen. 
Die Untersuchung der Biomarkerexpression in den juvenilen Tieren 
männlichen Geschlechts erbrachte folgende Ergebnisse. Die insgesamt ge-
ringe Expression des Vitellogenins, die in etwa 60 % der untersuchten Pro-
ben unterhalb der Nachweisgrenze lag, zeigte zwischen den Behandlungen 
keine deutlichen Unterschiede. Die Mittelwerte der Expression des RBP wa-
ren umso größer, je höher der Anteil an Kläranlagenauslauf im Expositions-
medium war, ohne jedoch signifikante Differenzen aufzuweisen. Die Resulta-
te der Analyse des AR erbrachten für die Behandlungen nur geringe Abwei-
chungen in der Expression des AR in Bezug auf die Referenz. Im Vergleich 
zur Expression des ER in den Lebern männlicher Tiere, die in Würmwasser 
gehalten wurden, wiesen die Proben des 1:12 verdünnten Kläranlagenaus-
laufs einen nicht signifikant verminderten Wert auf. Das Ergebnis des 1:2 
verdünnten Abwassers lag zwischen diesen beiden Werten der Parallelan-
sätze. 
 
 
Ergebnisse 
- 68 - 
 
Abb. 3.13: Expression von Biomarker-mRNA in der Leber juveniler weiblicher (oben) 
und männlicher (unten) Xenopus nach Abschluss der larvalen Entwick-
lung im Biomonitoring-Experiment (Mittelwerte + SD, n = 18). Signifikante 
Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (**: p < 0,01, Mann-
Whitney U-Test) 
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3.3.1.5 Bindungspotenzial an den Estrogenrezeptor 
 
Gleichzeitig mit der Probennahme für die Untersuchung der Biomarkerex-
pression in den Lebern juveniler X. laevis (vgl. 3.3.1.4) am Ende des Ver-
suchszeitraumes wurden Wasserproben der Expositionsmedien genommen, 
um die Menge der Inhaltsstoffe, die an den Estrogenrezeptor binden, semi-
quantitativ zu erfassen. 
Zu diesem Zweck wurden die lipophilen Inhaltsstoffe von je 2 L des 
Würmwassers sowie des Kläranlagenauslaufs durch eine Festphasenextrak-
tion um den Faktor 1000 angereichert und mit Hilfe des Radiorezeptor-Assay 
untersucht. Die Bestimmung des Bindungspotenzials erfolgte in zwei Wie-
derholungen mit den Lebern männlicher Tiere. Die erhaltenen Kompetiti-
onskurven sowie die anschließenden Umformungen zur Berechnung des 
Vermögens der Inhaltsstoffe der geprüften Medien, an den cytosolischen 
Estrogenrezeptor von X. laevis zu binden, sind Abb. 3.14 zu entnehmen. 
 
Abb. 3.14: Kompetitive Verdrängungskurven von [3H]-E2 am Estrogenrezeptor 
durch E2 (A) und angereicherte lipophile Inhaltsstoffe (B) aus natürlichen 
Medien (Mittelwerte, n = 2). Die zugehörigen Darstellungen nach lo-
git / log -Umformung (C und D) ermöglichen die Berechnung des Bin-
dungspotentials von Würm und Kläranlagenauslauf in E2 -Äquivalenten 
(nähere Erläuterungen im Text) 
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Die unter Verwendung des natürlichen Liganden (E2) erstellte Kompetiti-
onskurve wurde durch logit / log – Transformation linearisiert. Über die For-
mel einer eingeführten Regressionsgerade (y = -1,4x - 9,9) konnte der  
logit = 0 und damit nach Invertierung des Logarithmus der IC50-Wert des na-
türlichen Liganden berechnet werden. Der IC50-Wert für E2 lag im vorliegen-
den Experiment bei 3,98 x 10-8 M. 
Analog der Vorgehensweise für E2 wurden auch die Kompetitionsdaten 
der unterschiedlichen Konzentrierungsstufen der natürlichen Medien (0,7x; 
3,5x; 17,5x und 35x) über die logit / log – Berechnung umgeformt und Reg-
ressionsgeraden erstellt (y = -3,2x + 3,3 für die Abwasserwerte,  
y = -5,9x + 7,7 für die Würm). Durch die nachfolgende Kalkulation des lo-
git = 0 und des zugehörigen Konzentrierungsfaktors konnte für beide Medien 
die entsprechenden Bindungspotenziale an den cytosolischen Estrogenre-
zeptor in E2-Äquivalenten berechnet werden. Sie betrugen für die Würm 
1,99 nM und für das Abwasser 3,67 nM. Unter Berücksichtigung der Mi-
schungsverhältnisse in der vorliegenden Studie wurden für die verwendeten 
Expositionsmedien an der Kläranlage Starnberg demnach folgende Werte 
ermittelt (Tab. 3.2): 
 
Tab. 3.2: Bindungspotenzial von Festphasenextrakten natürlicher Medien an den 
Estrogenrezeptor, deren Wirkung auf die Sexualdifferenzierung von 
X. laevis und R. temporaria in Freilandexperimenten untersucht wurde. 
 
Medium Bindungspotenzial [E2-Äquvalente] 
Würm 1,99 nM 
1 : 12 (Kläranlagenauslauf : Würm) 2,11 nM 
1 : 2 (Kläranlagenauslauf : Würm) 2,55 nM 
 
 
3.3.2 Vergleichsstudien mit Extrakten unter Labor-
bedingungen 
 
Neben der Exposition, die auf dem Gelände der Kläranlage in Starnberg 
stattfand (vgl. 3.3.1), wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Laborstu-
dien mit X. laevis durchgeführt, in denen Festphasenextrakte der entspre-
chenden Medien zur Untersuchung herangezogen wurden. Durch den Ver-
gleich der beiden Verfahren sollte geprüft werden, ob die weniger aufwändi-
ge und von äußeren Einflüssen unabhängige Laborvariante eine gleichwerti-
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ge Alternative zur Untersuchung des endokrinen Potenzials von Oberflä-
chengewässern darstellt. 
Um eine ausreichende Menge an lipophilen Inhaltsstoffen zu erhalten, 
wurden jeweils 100 L des Starnberger Kläranlagenauslaufs und der Würm 
einer C18-Festphasenextraktion unterzogen, die in einer 1000fachen Anrei-
cherung der Medien resultierte. Darüber hinaus wurden 100 L des in Labor-
studien Verwendung findenden Kaulquappenmediums auf die gleiche Weise 
extrahiert und als Referenz verwendet. Damit konnte ausgeschlossen wer-
den, dass auftretende Effekte auf das Extraktionsverfahren zurückzuführen 
sind. 
Die Extrakte des Kaulquappenmediums, der Würm sowie des Abwas-
sers in den Verdünnungsstufen 1:12 und 1:2 wurden zur Exposition von 
Kaulquappen bis zum Abschluss der Metamorphose, zur Kurzzeitbehandlung 
von juvenilen Tieren und in Studien zur Bindungsfähigkeit an den Estrogen-
rezeptor verwendet. Mit Ausnahme des Radiorezeptor Assays wurden in die-
sen Experimenten Behandlungen mit zwei Konzentrationen 17β-Estradiols 
(10-7 und 10-8 M) als Positivkontrollen mitgeführt. 
 
 
3.3.2.1 Geschlechterverhältnisse 
 
Die Exposition von Kaulquappen gegenüber den genannten Extrakten und 
Positivkontrollen wurde bis zum Abschluss der Metamorphose durchgeführt. 
Die Extrakte wurden in den Ansätzen 1:1000 verdünnt, so dass die lipophilen 
Inhaltsstoffe im Experiment in den ursprünglichen Konzentrationen der natür-
lichen Medien vorlagen. Die abschließende Bestimmung des Einflusses die-
ser Behandlungen auf die geschlechtliche Entwicklung der Tiere erfolgte an-
hand der Bestimmung der Anteile an weiblichen und männlichen Tieren in-
nerhalb der getesteten Gruppen durch lichtmikroskopische Begutachtung der 
Gonaden. 
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Abb. 3.15: Beeinflussung der sexuellen Differenzierung von Xenopus laevis durch 
Behandlung mit SPE-Extrakten von Kaulquappenmedium, Würm und 
den Abwasser/Würm-Mischungen 1:12 sowie 1:2 während der larvalen 
Entwicklung. Zum Vergleich wurden parallel zwei Ansätze mit 17β-
Estradiol-Behandlung (E2, 10-7 und 10-8 M) als Positivkontrolle mitge-
führt. Signifikante Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (**: 
p < 0,01, ***: p < 0,001, Mann-Whitney U-Test) 
 
Die Geschlechterverhältnisse, die nach Abschluss der Metamorphose in den 
Testansätzen ermittelt wurden, sind Abb. 3.15 zu entnehmen. Die Exposition 
gegenüber dem Extrakt des Kaulquappenmediums, die als Referenz mitge-
führt wurde, zeigte eine gleichmäßige Verteilung von weiblichen und männli-
chen Tieren. Im Vergleich dazu wiesen die Ansätze mit Extrakten des 
Würmwassers und der Verdünnungsstufe 1:12 des Abwassers einen erhöh-
ten Anteil weiblicher Tiere auf. In der Testgruppe, die mit dem Extrakt des 1:2 
verdünnten Abwassers behandelt worden war, ließ sich eine noch stärkere 
Verschiebung des Geschlechterverhältnisses hin zum Weiblichen nachwei-
sen. Die als Positivkontrollen mitgeführten E2-Ansätze wiesen konzentrati-
onsabhängig einen signifikant erhöhten Anteil an weiblichen Tieren im Ver-
gleich zum Extrakt des Kaulquappenmediums auf (p < 0,01 bei  
10-8 molarer und  p < 0,001 bei 10-7 molarer Behandlung). 
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3.3.2.2 Biomarkerexpression 
 
In einer Exposition von juvenilen X. laevis gegenüber den Festphasenextrak-
ten von Würm, 1:12 und 1:2 verdünntem Abwasser sowie zwei 17β-Estradiol 
(E2)-Ansätzen in den Konzentrationen 10-7 und 10-8 M als Positivkontrollen 
wurde untersucht, welchen Einfluss eine kurzfristige Behandlung (96 h) auf 
die Expression der Biomarker Vitellogenin (VG), Retinol binding protein 
(RBP) und Androgenrezeptor (AR) nimmt. 
Die Untersuchung der Biomarkerexpression erfolgte mit Hilfe der RT-
PCR unter Verwendung von Leberproben, die den Testtieren nach Ablauf der 
Exposition entnommen wurden. Die Ergebnisse wurden als prozentuale Ab-
weichung von den Werten des Referenzansatzes angegeben, in dem der 
Extrakt des Kaulquappenmediums zur Exposition Verwendung fand. Die 
Auswirkungen der Behandlungen auf die Expression der Biomarker wurde für 
weibliche und männliche Tiere getrennt untersucht. 
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Abb. 3.16: Induktion von Biomarker-mRNA in der Leber juveniler weiblicher (oben) 
und männlicher (unten) Xenopus durch Behandlung mit Festphasenex-
trakten von Hälterungsmedium, Würm und den Abwasser / Würm-
Mischungen 1:12 sowie 1:2 während der larvalen Entwicklung. Zum Ver-
gleich wurden parallel zwei Ansätze mit 17β-Estradiol-Behandlung (E2, 
10-7 und 10-8 M) als Positivkontrolle mitgeführt (Mittelwerte + SD, n=4). 
Signifikante Unterschiede sind durch Sterne gekennzeichnet (*: p<0,05, 
Mann-Whitney U-Test) 
 
Die Analyse der Biomarkerexpression im Lebergewebe der juvenilen Frösche 
durch semiquantitative RT-PCR ergab folgendes Bild (Abb. 3.16). Bei den 
weiblichen Tieren wiesen im Vergleich zur Referenz lediglich die E2- behan-
Vitellogenin Retinol binding protein Androgen Rezeptor
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delten Proben eine signifikante Erhöhung der VG-Expression auf (p < 0,05), 
deren Betrag mit den eingesetzten E2-Konzentrationen korrelierte. Die Un-
tersuchungen hinsichtlich RBP und AR ergaben keine Hinweise auf eine Be-
einflussung der Expression durch die kurzfristige Behandlung mit den Extrak-
ten. 
Die Bestimmung der relativen Expression der Biomarker VG, RBP und 
AR in männlichen Tieren ergab einen ähnlichen Befund. Während die Be-
handlung mit E2 eine signifikante und konzentrationsabhängige Erhöhung 
der VG-Expression bewirkte, konnte in den mit Extrakten behandelten Ansät-
zen keine eindeutigen Unterschiede im Vergleich zur Referenz festgestellt 
werden. Ebenso lagen die Werte für die Expression von RBP und AR in allen 
Behandlungen auf einem vergleichbaren Niveau. 
 
 
3.3.2.3 Bindungspotenzial an den Estrogenrezeptor 
 
Parallel zu den Experimenten, die Aufschluss über die Wirkung der Extrakte 
auf die Sexualdifferenzierung in vivo sowie die Expression verschiedener 
Biomarker gaben, wurden die angereicherten, lipophilen Inhaltsstoffe aus 
den natürlichen Medien auf ihre Bindungsfähigkeit an den Estrogenrezeptor 
von X. laevis hin untersucht. 
Die Analyse der Proben im Radiorezeptor Assay erfolgte analog der in 
Kapitel 3.3.1.5 dargestellten Vorgehensweise. Durch Linearisierung einer E2-
Kompetitionskurve nach logit-log-Transformation wurde der IC50-Wert für den 
natürlichen Liganden E2 berechnet, der im vorliegenden Experiment 
9,04 x 10-8 M betrug. Darauf basierend konnten die Verdrängungskompeten-
zen der Extrakte der Würm, des Kläranlagenablaufes und des in den Labor-
studien verwendeten Kaulquappenmediums charakterisiert werden. Das Po-
tenzial der Inhaltsstoffe dieser Medien, an den Estrogenrezeptor zu binden, 
ist Tabelle 3.3 zu entnehmen. 
Tab. 3.3: Bindungspotenzial von Festphasenextrakten natürlicher Medien an den 
Estrogenrezeptor, die innerhalb der vergleichenden Laborstudien zu den 
Freilanduntersuchungen verwendet wurden. 
Medium Bindungspotenzial [E2-Äquvalente] 
Würm nicht nachweisbar 
Abwasser  9 nM 
Kaulquappenmedium (Labor)  0,5 nM 
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4 DISKUSSION 
 
Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, einen Beitrag zu den vielfältigen 
Weisen zu leisten, auf die Amphibien den heutigen Wissensstand in Endokri-
nologie, Physiologie und Umweltforschung in Bezug auf EDs (EDs) berei-
chern. Die wissenschaftliche Arbeit, die innerhalb der Klasse der Amphibien 
hinsichtlich des Verständnisses sexueller Differenzierung und hormoneller 
Mechanismen geleistet wird, konzentriert sich im Wesentlichen auf die Ord-
nung der Anuren (Froschlurche). Deutlich geringer ist der Umfang an Stu-
dien, in denen Urodelen (Schwanzlurche) im Zentrum wissenschaftlichen 
Interesses stehen, während die dritte Ordnung der rezenten Amphibien, die 
Gymnophionen (Blindwühlen), in diesem Forschungsbereich nicht Gegens-
tand von Untersuchungen sind. 
Der Hormonhaushalt von Anuren und Urodelen unterscheidet sich inso-
fern, als dass die letztgenannte Gruppe zusätzlich zu den auch in Froschlur-
chen vorhandenen Steroiden Testosteron und Dihydrotestosteron weiterhin 
das Hormon 11-Ketotestosteron besitzt und damit bezogen auf das Vorkom-
men von Androgenen eher Knochenfischen ähnelt (MOORE 1987). Insbeson-
dere Untersuchungen zu (anti-) androgenen Wirkungen von EDs unter Ver-
wendung von Urodelen ließen daher interessante und möglicherweise stark 
abweichende Ergebnisse innerhalb dieser beiden amphibischen Ordnungen 
erwarten. Hinweise auf die außergewöhnliche Stellung der Schwanzlurche 
hinsichtlich ihrer sexuellen Differenzierung und insbesondere der Entwick-
lung des männlichen Geschlechtes liefern Daten, die zeigen, dass die Gabe 
von Estrogenen wie bei Anuren zur Verweiblichung der Testpopulation führt, 
die Gegenwart von Testosteron dagegen vernachlässigbare Effekte offenbart 
oder gar Feminisierungserscheinungen beobachten lässt (WALLACE ET AL. 
1999). Lediglich eine Studie mit dem Tigerquerzahnmolch Ambystoma ti-
nigrum untersucht die Wirkungen von EDs auf einen Vertreter der Urodelen 
(CLARK ET AL. 1998). Der Einfluss auf das Wachstum des Gonodukts durch 
das estrogen wirksame DDT und sein antiandrogen wirkendes Abbauprodukt 
p,p’-DDE wurde bestimmt und erbrachte erstaunliche Ergebnisse. Entgegen 
der Annahme zeigte DDT antiestrogene und p,p’-DDE estrogene Wirkungen, 
was unterstreicht, dass grundsätzliche Untersuchungen zu Mechanismen 
und Grundlagen der sexuellen Differenzierung bei Schwanzlurchen dringend 
erforderlich sind, um derartige Beobachtungen sinnvoll einordnen zu können. 
Das Spektrum der Untersuchungen und angewandten Methoden, um 
die Auswirkungen von EDs auf Anuren zu erfassen, ist deutlich größer. Sie 
beschränken sich nicht nur auf die Erfassung phänotypischer Effekte, son-
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dern analysieren den Einfluss hormonell aktiver Substanzen auf verschiede-
nen Nachweisebenen. 
Sexualsteroide sind auf Grund ihrer chemischen Struktur nur sehr be-
dingt wasserlöslich und liegen daher zum Transport im Blut proteingebunden 
vor. Eine kompetitive Bindung von natürlichem Hormon bzw. ED an solche 
Sexualsteroid bindenden Hormone (SBP) würde zu einer Reduktion der 
Hormonkonzentration an der Zielzelle und damit eingeschränktem Wirkungs-
grad führen. Dieser Ansatz scheint jedoch nicht im Vordergrund der realen 
Wirkmechanismen von EDs zu stehen, bislang anhand des SBP von Xeno-
pus untersuchte Substanzen zeigten nur geringes Potenzial zur Bindungsfä-
higkeit an das betreffende Transportprotein (KLOAS 2002). Es besteht jedoch 
die Möglichkeit, dass EDs die regulatorische Wirkung von Hormonen auf be-
stimmte Bindungs- oder andere Serumproteine verändern und damit indirekt 
die Funktionalität dieser Moleküle beeinträchtigen. Ein solcher Einfluss wird 
für Albumine von Xenopus und der Schildkröte Trachemys scripta diskutiert, 
die unter estrogenem Einfluss herab reguliert werden (SELCER & PALMER 
1995). 
Kompetitive Verdrängung kann in einem weiteren Zusammenhang in 
den natürlichen Ablauf, über den Sexualhormone ihre Wirkung entfalten, ein-
greifen. Diese Wirkung wird nach Diffusion der Hormone in die Zielzelle 
durch spezifische Rezeptoren vermittelt, die gemeinsam mit dem Steroid als 
Komplex in den Kern wandern und dort die Aktivität entsprechender Gene 
regulieren. Über Bindung an diese spezifischen Rezeptoren durch EDs kann 
demnach eine Beeinflussung des Hormonsystems statt finden. Die Fähigkeit, 
an den Estrogenrezeptor (ER) von Xenopus zu binden, wurde für verschie-
dene Substanzen und Metabolite nachgewiesen (LUTZ & KLOAS 1999, CHOU 
& DIETRICH 1999). Derartige Bindungsstudien mit EDs wurden bislang nur 
unter Verwendung des ER durchgeführt. Experimente, die unter Verwendung 
des Androgenrezeptors (AR) in Amphibien arbeiten, sind selten. Das Auftre-
ten des AR in weiblichen Tieren des Grünfrosches Rana esculenta wurde 
bestimmt und konnte mit der Aktivität der Aromatase korreliert werden 
(ASSISSI ET AL. 2000). Im Studienmodell Xenopus wurde nachgewiesen, dass 
Testosteron, Dihydrotestosteron und Methyltestosteron mit vergleichbarer 
Affinität an den AR binden, während eine Verdrängung des natürlichen Li-
ganden durch Antiandrogene wie p,p‘-DDE oder Vinclozolin nicht darstellbar 
war (KLOAS 2000a). Diese Beobachtung erklärt sich durch die Wirkungsweise 
der genannten Antiandrogene, welche durch allosterische Bindung an den 
AR zu einer Konformationsänderung und damit zur Blockade der Transakti-
vation führen (LEBLANC ET AL. 1997, KELCE & WILSON 1997, KELCE ET AL. 
1998). Um derartige Effekte künftig nachweisen zu können, ist die Etablie-
rung eines Xenpus-spezifischen Reportergenassays für den AR notwendig. 
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Die Beobachtung, dass auch das Antiestrogen Tamoxifen Bindungsfähigkeit 
an den ER von Xenopus aufweist (LUTZ & KLOAS 1999) lässt vermuten, dass 
auf diesem Gebiet noch interessante Ergebnisse, auch und gerade in Hin-
sicht auf Kreuzbindungen zwischen bestimmten Substanzen und unter-
schiedlichen Rezeptoren, zu erwarten sind. 
Eine weitere Möglichkeit, Effekte von EDs auf Amphibien nachzuwei-
sen, besteht darin, nach Exposition des Organismus oder einer Zellkultur 
gegenüber fraglichen Stoffen die differentielle Aktivität von Genen zu 
bestimmen, welche hormoneller Regulation unterliegen. Veränderungen in 
der Expression solcher sogenannter Biomarker lassen Rückschlüsse auf das 
endokrine Potenzial der untersuchten Substanz zu. Der bekannteste und am 
intensivsten charakterisierte Biomarker zur Untersuchung estrogener Wir-
kung ist das Dotterprotein Vitellogenin, welches unter estrogenem Einfluss 
verstärkt exprimiert wird und sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene 
nachgewiesen werden kann. So zeigten semiquantitative Western Blot Ana-
lysen die verstärkte Produktion von Vitellogenin in vivo durch Diethylstil-
bestrol und o,p’-DDT (PALMER & PALMER 1995) sowie die Induktion von Vitel-
logenin durch Dieldrin und Toxaphen in Xenopus (PALMER ET AL. 1998). Der 
Einsatz semiquantitativer RT-PCR macht den Nachweis von Veränderungen 
in der Expression von Vitellogenin sowohl in in vivo- als auch innerhalb von 
in vitro-Studien möglich (KLOAS ET AL. 1999), welche die parallele Untersu-
chung einer Vielzahl von Substanzen erlauben und damit hervorragend als 
Screeningmethode geeignet sind. Ebenfalls im Modellorganismus Xenopus 
wurden negative Effekte hoher Konzentrationen von E2 und Diethylstilbestrol 
auf die Entwicklung von Kaulquappen gezeigt, die mit Veränderungen in der 
Expression des Estrogenrezeptors einher gingen, welche mit Hilfe der RT-
PCR-Technik ermittelt wurden (NISHIMURA ET AL. 1997). 
Von besonderer Bedeutung sind Studien, die adverse Effekte der Ein-
wirkung von EDs auf Individuen- oder gar Populationsebene erlauben. Wer-
den durch die Exposition gegenüber EDs die Anteile männlicher und weibli-
cher Tiere innerhalb einer Testgruppe entgegen ihrer natürlichen Verteilung 
verschoben, so ist der objektive Nachweis eines relevanten Einflusses gege-
ben. Derartige Abweichungen vom natürlichen Geschlechterverhältnis wur-
den durch verschiedene Substanzen hervorgerufen, in deren Gegenwart Xe-
nopus-Kaulquappen ihre Entwicklung bis nach Abschluss der Metamorphose 
vollzogen (KLOAS ET AL. 1999). Eine Studie berichtet von drastischen Unter-
schieden in der Wirkung einer Substanz auf zwei verschiedene Spezies in 
vivo: Während die Behandlung mit Thiourea bei Xenopus ausschließlich zu 
weiblichen Tieren führt, ruft die identische Exposition bei Hyperolius viridifla-
vus rein männliche Nachkommen hervor (HAYES 1997). Dies macht deutlich, 
dass großer Forschungsbedarf hinsichtlich der sexuellen Differenzierung bei 
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Amphibien für verschiedene Arten besteht, um die Mechanismen zu klären, 
die derartigen Resultaten zu Grunde liegen. 
Der Riedfrosch Hyperolius argus bietet eine einfache Methode, um die 
Wirkung von EDs auf die sexuelle Differenzierung in vivo zu studieren. Diese 
Tiere sind durch einen Sexualdimorphismus gekennzeichnet, der entspre-
chend des gonadalen Geschlechts entwickelt wird. Behandelt man Riedfrö-
sche während ihrer Entwicklung jedoch mit E2, so entstehen nach der Meta-
morphose ausschließlich Individuen mit „weiblicher“ Färbung (HAYES & 
MENENDEZ 1999), die zur Hälfte Ovotestes besitzen. Die Exposition gegen-
über estrogenen Substanzen wie o,p’-DDT, o,p’-DDE oder o,p’-DDD führt 
ebenfalls zu Tieren, die eine weibliche Körperfärbung tragen (NORIEGA & 
HAYES 2000). Die (anti-)estrogene Beeinflussung der geschlechtlichen Ent-
wicklung ist darüber hinaus mit genetisch männlichen Raniden der Art 
R. rugosa darstellbar. Die Exposition gegenüber der Substanz Dibutylphtalat 
resultierte in Feminisierung der beobachteten Gonaden (OHTANI ET AL. 2000). 
Verschiedene Freilandbeobachtungen berichten von Einflüssen, die 
Kontaminationen der Umwelt auf Amphibien haben. So wurde durch Unter-
suchungen am Grillenfrosch Acris crepitans gezeigt, dass die Gegenwart von 
Atrazin mit dem Auftreten von Intersexualität korrelierte sowie in Gebieten mit 
Belastung durch polychlorierte Biphenyle und polychlorierte Dibenzofurane 
erhöhte Anteile von männlichen Tieren innerhalb der Population festzustellen 
waren (REEDER ET AL. 1998). Die Bestätigung des kausalen Zusammenhangs 
dieser Beobachtungen durch Laborstudien unter kontrollierten Bedingungen 
steht allerdings noch aus. Gleiches gilt für Annahmen, die GnRH-Gehalt in 
vivo, Androgenproduktion in vitro und die Beobachtung von Missbildungen in 
Relation stellen. Die Untersuchung von Ochsenfröschen (Rana catesbeiana) 
und Schreifröschen (Rana clamitans), die in belasteten Gewässern gesam-
melt wurden, zeigte, dass normal entwickelte Frösche höhere GnRH-Spiegel 
aufwiesen und eine grössere Menge an Androgenen produzierten, als dies in 
Tieren mit Fehlbildungen der Extremitäten der Fall war (SOWER ET AL. 2000). 
Auch hier ist die genauere Aufklärung der möglichen Zusammenhänge unter 
definierten Laborbedingungen notwendig. 
Neben den genannten Beispielen, in denen die direkte Wirkung von 
EDs auf Amphibien durch Bindungsstudien, Biomarkeranalysen oder Unter-
suchungen der Gonaden beschrieben wird, existieren weitere Methoden, die 
das Potenzial hormonell aktiver Substanzen über indirekte Effekte charakte-
risieren. So kann der durch Progesteron induzierte Abbau der germinalen 
Vesikel im Rahmen der Oocytenreifung bei Xenopus durch E2 gehemmt 
werden. Beim Versuch, auf Basis dieses Umstandes einen Test auf estroge-
ne Wirkung zu etablieren, konnte lediglich für Methoxychlor eine Hemmung 
gezeigt werden, die allerdings auf nicht estrogene Effekte zurück zu führen 
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war (PICKFORD & MORRIS 1999). In einem kombinierten experimentellen An-
satz wurde nach Vorbehandlung mit E2, Bisphenol A und Methoxychlor in 
vivo die Fähigkeit zur Wasserabsorption der ventralen Haut in vitro von Hyla 
japonica bestimmt (KOHNO ET AL. 2001). Dabei konnte festgestellt werden, 
dass alle estrogenen Substanzen die Wasserabsorption in männlichen Tie-
ren deutlich herab setzten. Eine ebenfalls indirekte Wirkung auf den Hor-
monhaushalt kann von der Beeinflussung des Enzyms Aromatase, welches 
die Umwandlung von Testosteron in E2 leistet, ausgehen. So wirkt Tributyl-
zinn (TBT) inhibitorisch auf die Aromatase und führt damit zu einem erhöhten 
Testosteron- und verringerten E2-Spiegel (FENT 1996), was in Mollusken die 
Vermännlichung der Tiere zur Folge hat (SCHULTE-OEHLMANN ET AL. 2000). 
Experimente, die die Wirkung von TBT auf Amphibien anhand verschiedener 
Ranidenarten wie dem Grasfrosch R. temporaria (LAUGHLIN & LINDEN 1982) 
sowie dem Teichfrosch R. lessonae und dem Grünfrosch R. esculenta 
(FIORAMONTI ET AL. 1997) untersuchten, deuten darauf hin, dass hier eher von 
einem toxischen denn von einem endokrinen Effekt zu reden ist. 
Die beschriebenen Ansätze und Methoden beleuchten einen Teil der 
wissenschaftlichen Forschung, in der Amphibien gegenwärtig eingesetzt 
werden. Das Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, durch die Erarbeitung 
neuer Aspekte sowohl im Grundlagen- als auch im angewandten Bereich, 
zum Verständnis und den vielfältigen Verwendungsmöglichkeiten dieser fas-
zinierenden Tiergruppe beizutragen. 
 
 
4.1 GRUNDLAGEN DER GESCHLECHTS-
DIFFERENZIERUNG VON XENOPUS LAEVIS 
 
Die ermittelten Daten zeigen, dass sowohl 17β-Estradiol als auch die Andro-
gene (Testosteron und Dihydrotestosteron) in sich entwickelnden Eiern, 
Embryonen und geschlüpften Kaulquappen von X. laevis in hoher Konzentra-
tion vorhanden sind. Dies lässt vermuten, dass diese Steroide maternaler 
Herkunft sind und sich vor dem Laichvorgang ausgehend von den Follikelzel-
len der Ovarien und transportiert über das Blutplasma der Mutter in den Eiern 
angereichert haben. Der Beginn der endogenen Produktion von Steroiden 
wird noch diskutiert (KELLEY 1996, HAYES 1998), weil bislang der klare expe-
rimentelle Nachweis fehlt, dass Kaulquappen in ihrer prämetamorphen Ent-
wicklung zur Synthese dieser Hormone fähig sind. Die vorliegenden Daten 
deuten jedoch darauf hin, dass erst die Steroide, die zum Ende der Meta-
morphose auftreten, endogener Herkunft sind. 
  Diskussion 
  - 81 - 
Die Steigerung der Expression der mRNA von Estrogen- bzw. Andro-
genrezeptor und damit einhergehend das Auftreten der entsprechenden 
funktionellen Rezeptoren findet etwa zu dem Zeitpunkt statt, an dem die 
Kaulquappen schlüpfen. Demnach scheinen die Steroide maternaler Her-
kunft die Bildung der zugehörigen Rezeptoren zu induzieren. Dies führt in 
dieser frühen Phase der Entwicklung kurz nach dem Schlüpfen zu einem Zu-
stand, in dem die Tiere hinsichtlich ihrer sexuellen Entwicklung beeinflussbar 
sind. Diese Annahme stimmt mit den Ergebnissen einer Studie überein, in 
denen die sensitiven Phasen gegenüber einer Behandlung mit Estrogenen 
während der Larvalentwicklung untersucht wurden (VILLALPANDO & MER-
CHANT-LARIOS 1990). 
Die Untersuchungen zur Sexualdifferenzierung in vivo lieferten Ergeb-
nisse, die mit den für Säugetiere bekannten Daten vergleichbar sind (DÖHLER 
& NEW 1989). Estrogene Wirkstoffe führten zu einem signifikant erhöhten 
Anteil an weiblichen Tieren in der Testgruppe, während das Antiestrogen 
Tamoxifen unterentwickelte Gonaden hervorrief, das Geschlechterverhältnis 
von der Behandlung aber unbeeinflusst blieb. Testosteron zeigte im Gegen-
satz zu den anderen Androgenen Methyltestosteron und Dihydrotestosteron, 
welche signifikante Vermännlichungseffekte nach sich zogen, keine statis-
tisch eindeutige Verschiebung des Geschlechterverhältnisses zum Männli-
chen, dagegen resultierte die Exposition gegenüber Antiandrogenen in ei-
nem erhöhten Anteil an weiblichen Tieren. Aus diesen Ergebnissen ist zu 
schließen, dass Testosteron nicht das auslösende Moment für die männliche 
Entwicklung bei Xenopus ist. Testosteron ist enzymatisch in 17β-Estradiol 
umwandelbar, während die anderen untersuchten Androgene nicht weiter 
aromatisierbar sind. Demnach ist davon auszugehen, dass das natürlich vor-
kommende Dihydrotestosteron für die Entwicklung eines männlichen Tieres 
verantwortlich ist. 
 
 
Diskussion 
- 82 - 
 
Abb. 4.1: Hypothetisches Schema der Geschlechtsdifferenzierung von Xenopus 
laevis, das der 5α-Reduktase eine zentrale Rolle in diesem Prozess zu-
ordnet. Nähere Erläuterungen im Text (E2=17β-Estradiol, T=Testosteron, 
DHT=Dihydrotestosteron) (nach BÖGI ET AL. 2002, verändert) 
 
 
Aus der Summe der vorliegenden Ergebnisse leitet sich eine Hypothese zur 
sexuellen Differenzierung von Xenopus laevis ab, in der dem Enzym 5α-
Reduktase eine entscheidende Bedeutung in der geschlechtlichen Entwick-
lung zukommt (Abb.4.1). 
Die endogene Umwandlung des maternalen Testosterons in das poten-
tere Dihydrotestosteron im Keim wird durch die 5α-Reduktase geleistet. Mög-
licherweise ist der genetisch festgelegte Umfang, mit dem dieses Enzym 
exprimiert wird, der entscheidende Auslöser für die Entstehung eines männli-
chen oder weiblichen Tieres. 
Die geschlechtliche Entwicklung kann durch Interaktion mit den Rezep-
toren der Sexualsteroide oder Zugabe von Estrogenen bzw. Androgene be-
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einflusst werden. Daraus ist zu schließen, dass die Differenzierung hin zum 
Weiblichen oder Männlichen von der Menge an funktionellen Rezeptoren und 
dem Verhältnis von DHT und 17β-Estradiol (E2) abhängt. Weil das in den 
frühen Entwicklungsphasen vorliegende E2 maternalen Ursprungs und 
gleichmäßig über alle Keime verteilt ist, können Änderungen im DHT/E2-
Verhältnis lediglich über unterschiedliche Mengen an DHT zu Stande kom-
men. Diese wiederum sind eine Konsequenz der enzymatischen Umwand-
lung von Testosteron in DHT durch die 5α-Reduktase. In genetisch weibli-
chen Kaulquappen, die vermutlich eine geringe Aktivität dieses Enzyms auf-
weisen, ist das DHT/E2-Verhältnis niedrig. Dagegen sollten genetisch männ-
liche Kaulquappen, die entsprechend eine hohe enzymatische Aktivität der 
5α-Reduktase aufweisen, ein hohes DHT/E2-Verhältnis zeigen. Diese Unter-
schiede in den Verhältnissen von DHT zu E2 können der Grund sein, warum 
sich die zunächst undifferenzierten Gonaden zu Ovarien bzw. Testes entwi-
ckeln. 
Ausgehend von dieser Hypothese wäre die Veränderung der Ge-
schlechterverteilung durch exogene Estrogene oder Androgene dadurch er-
klärbar, dass diese Substanzen das DHT/E2-Verhältnis beeinflussen. Durch 
die Gegenwart von Antiandrogenen im Umgebungsmedium werden dagegen 
die zellulären Prozesse unterdrückt, die natürlicherweise durch den Andro-
genrezeptor vermittelt werden. Dies führt indirekt zu einer verminderten DHT-
Wirkung und damit zu einem weniger effizienten DHT/E2-Verhältnis, was 
letztlich in einem erhöhten Anteil an weiblichen Tieren resultiert. Antiestroge-
ne hemmen sowohl in genetisch weiblichen als auch in genetisch männlichen 
Tieren alle Prozesse, die im Verlauf der Entwicklung durch Estrogene vermit-
telt werden. Dadurch kommt es in beiden Geschlechtern zu einer Unterent-
wicklung der Gonaden und damit einer sexuellen Neutralisation vermeintli-
cher Verschiebungen im Verhältnis von männlichen und weiblichen Phänoty-
pen entstehen. Eine denkbare Alternative wäre die durch Antiestrogene be-
dingte verminderte Genexpression der Steroidrezeptoren. Auf diese Weise 
würden Antiestrogene keinen Einfluss auf die Geschlechterverhältnisse im 
eigentlichen Sinn nehmen, sondern durch ihre Wirkung eine normale sexuel-
le Differenzierung behindern und somit zu unterentwickelten, aber gleichmä-
ßig verteilten Ovarien und Testes führen. 
Ganz im Gegensatz zu der vermutlich zentralen Rolle der 5α-
Reduktase ist es unwahrscheinlich, dass das Enzym Aromatase, welches für 
die Umwandlung von Testosteron in E2 verantwortlich ist, eine Bedeutung für 
die sexuelle Differenzierung von Xenopus hat. 
Die Aromatase tritt erst zum Ende der Metamorphose in Erscheinung 
und eine Behandlung mit Aromatase-Inhibitoren während der larvalen Ent-
wicklung hat keinen Einfluss auf die Anteile männlicher und weiblicher Tiere 
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(MIYATA ET AL 1999; MIYASHITA ET AL 2000). Dagegen reagierten undifferen-
zierte Gonaden, die Kaulquappen des Stadiums 50 entnommen wurden, auf 
in vitro-Behandlung mit E2 mit einer Verweiblichung, während ein Aromata-
se-Inhibitor eher zu männlichen Gonaden führte (MIYATA & KUBO 2000). 
Diese unterschiedlichen Befunde zur Wirkung der Aromatase in vivo 
bzw. in vitro sind mit der beschriebenen Hypothese zur sexuellen Differenzie-
rung von Xenopus vereinbar. Das maternal vorhandene E2 reicht offenbar 
aus, um eine weibliche Entwicklung von Kaulquappen in vivo zu gewährleis-
ten, weshalb die Gegenwart von Aromatase-Inhibitoren, die lediglich eine 
zusätzliche endogene Produktion von E2 verhindern, keine Wirkung zeigt. 
Unter in vitro-Bedingungen stellt sich die Situation anders dar. Die Be-
handlungen mit E2 bzw. dem Aromatase-Inhibitor lassen die Aktivität der 5α-
Reduktase und damit die Menge des auftretenden DHTs unbeeinflusst. Da-
mit ist - ungeachtet der Tatsache, dass über die absolute Höhe der Redukta-
seaktivität und DHT-Konzentration keine Aussage getroffen werden kann - 
das im Inkubat vorhandene E2 die einzig variable Größe im DHT/E2-
Verhältnis, das der vorgestellten Hypothese nach für die Differenzierung der 
Geschlechter in Xenopus verantwortlich zeichnet. Wird durch Zugabe von 
exogenem E2 dieses Verhältnis deutlich zugunsten des estrogenen Sexu-
alsteroids verschoben, so entwickeln sich vornehmlich weibliche Gonaden. 
Unterbleibt diese exogene Förderung und wird darüber hinaus die potenzielle 
endogene Produktion von E2 durch Gegenwart des Aromataseinhibitors un-
terbunden, so ist die in den Gonaden vorhandene Menge an E2 äußerst ge-
ring und im DHT/E2-Verhältnis überwiegt der androgene Anteil. Entspre-
chend entwickeln sich auf diese Weise behandelte Gonaden überwiegend zu 
Testes. 
 
 
4.2 EFFEKTE LANGFRISTIGER BEHANDLUNG 
MIT EDS (EDS) 
 
Es besteht besondere Notwendigkeit, neben den Auswirkungen vergleichs-
weise kurzer Behandlungen während bestimmter Lebensabschnitte auch die 
Effekte langfristiger Expositionen gegenüber EDs auf Amphibien zu erfassen. 
Studien, die den gesamten Lebenszyklus abdecken, erlauben Aussagen ü-
ber die tatsächliche Beeinflussung von Fertilität und Laicherfolg und dienen 
damit zur Einschätzung relevanter Parameter auf Populationsebene. 
Allerdings gestalten sich solche Untersuchungen aufgrund der langen 
Zeitspanne, die bei Amphibien bis zum Erreichen der Geschlechtsreife ver-
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streicht, ausgesprochen aufwändig und schwierig. Anuren, die nach der Me-
tamorphose den aquatischen Lebensraum verlassen, sind für derartige Stu-
dien kaum zu verwenden, weil das Einrichten eines geeigneten, terrestri-
schen Umfeldes für ein solches Experiment weit über den vernünftigen La-
bormaßstab hinaus gehen würde. Neben dem hohen Betreuungsaufwand 
lässt die nahezu unmögliche Beurteilung der Expositionssituation landleben-
der Amphibien und die daraus resultierende Unsicherheit bei der Interpretati-
on vermeintlicher Effekte die Durchführung solcher Versuche wenig sinnvoll 
erscheinen. 
Die Möglichkeit, dem letztgenannten Argument stichhaltig zu begegnen, 
bietet X. laevis auf Grund seiner vollaquatischen Lebensweise. Durch den 
Umstand, dass juvenile bzw. adulte Tiere dieser Art das Wasser nicht verlas-
sen, ist die kontrollierte Exposition gegenüber EDs auf definiertem Niveau 
grundsätzlich möglich. Jedoch steht auch hier der geeigneten Verwendung in 
Lifecycle-Studien die lange Phase bis zur Entwicklung in den geschlechtsrei-
fen Zustand entgegen. Bei den Tieren des im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit durchgeführten Langzeitexperimentes war nach 20 Monaten die Ge-
schlechtsreife noch nicht in ausreichendem Umfang eingetreten, weshalb 
vergleichende Untersuchungen zur möglicherweise beeinträchtigten Fort-
pflanzung dieser Amphibien durch EDs nicht durchgeführt werden konnten. 
Eine verringerte Reproduktionsleistung oder gar ausbleibenden Laicherfolg 
den direkten Konsequenzen eines Substanzeinflusses zuzuordnen und nicht 
als Folge von Unterschieden im Reifegrad der beobachteten Tiere zu klassi-
fizieren, wäre mit wissenschaftlichen Maßstäben nicht zu leisten gewesen. 
Die ermittelten Geschlechterverhältnisse in den Gruppen, die einer 
Dauerbehandlung unterzogen worden waren, bestätigen die Ergebnisse aus 
den bereits vorgestellten Experimenten in vivo, in denen die Tiere unter dem 
Einfluss endokrin wirksamer Substanzen standen. Während sich in der un-
behandelten Kontrollgruppe jeweils etwa zur Hälfte weibliche und männliche 
Tiere entwickelten, wurden durch die Gegenwart hormonartiger Stoffe z.T. 
drastische Verschiebungen der Geschlechteranteile festgestellt. Wie in den 
Kurzzeit-Experimenten führte auch hier die Behandlung mit E2 zu einem sig-
nifikant erhöhten Weibchenanteil von über 80%, während Testosteron keine 
statistisch bedeutsame Vermännlichung der Kaulquappen zur Folge hatte. 
Dagegen führte Methyltestosteron in Übereinstimmung mit den Daten aus 
kurzfristigeren Expositionen zu einem signifikant höheren Anteil an männli-
chen Tieren innerhalb der Population. Die antiandrogene Behandlung wirkte 
sich im Unterschied zur ersten Laborstudie nicht Geschlechter verschiebend 
aus, was vermeintlich in einer nicht genügend hohen Anzahl der Individuen 
innerhalb des Ansatzes begründet liegt. Ähnliches ist für die erhaltenen Er-
gebnisse nach antiestrogener Behandlung zu vermuten. Während die höhere 
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der beiden getesteten Konzentrationen zu ausgeglichenen Anteilen männli-
cher und weiblicher Tiere führte, deren Gonaden sich in der Betrachtung un-
ter dem Stereomikroskop als unterentwickelt erwiesen und damit die gleichen 
Ergebnisse wie im Rahmen der Kurzzeitstudie lieferten, zog die um eine 
Größenordnung niedrigere Konzentration eine signifikante Vermännlichung 
nach sich. Es ist davon auszugehen, dass diese Verschiebung, die in keinem 
vergleichbaren Experiment unter identischen Bedingungen auftrat, trotz des 
erreichten Signifikanzniveaus keiner relevanten Wirkung entspricht, sondern 
im Rahmen der biologischen Variabilität und unter Berücksichtigung der ver-
gleichsweise geringen Anzahl an untersuchten Tieren zufällig beobachtet 
wurde. Die Geschlechterverhältnisse aus den Ansätzen der Langzeitstudie, 
die erst nach der Metamorphose mit potenziell endokrin wirksamen Substan-
zen in Kontakt kamen, wurden nicht bestimmt. Die entsprechenden Tiere 
wurden erst im juvenilen Stadium randomisiert auf die Becken verteilt und 
hatten ihre geschlechtliche Differenzierung zu diesem Zeitpunkt bereits ab-
geschlossen. Potenzielle Substanzeffekte bilden sich bei diesen Tieren dem-
nach nicht in der Entstehung einer männlichen oder weiblichen Gonade ab, 
sondern äußern sich in einer möglichen Beeinträchtigung der Funktionalität 
der entsprechenden Organe. 
Über die Bestimmung der Geschlechterverhältnisse nach Abschluss der 
Metamorphose hinaus liefert die vorliegende Studie wertvolle Hinweise und 
Ansatzpunkte zum tieferen Verständnis der Effekte langfristiger Expositionen 
gegenüber hormonartig wirkender Substanzen. 
EDs sind ihrer Definition nach Stoffe, die adverse Wirkungen auf Orga-
nismen durch Beeinflussung des Hormonsystems bei Konzentrationen her-
vorrufen, die unterhalb der toxischen Wirkgrenze dieser Substanz liegen. 
Diese Toxizitätsgrenze ist bei Amphibien offensichtlich nur unzureichend be-
stimmt, wenn man lediglich die Kaulquappenphase in Betracht zieht. Die un-
terschiedliche Physiologie verschiedener Lebensabschnitte hat in der vorlie-
genden Studie zur Folge, dass E2-Konzentrationen, die von Kaulquappen 
ohne jegliche Anzeichen von Beeinträchtigung toleriert wurden, bei juvenilen 
Tieren zu dramatischen Vergrößerungen des Körpers durch Flüssigkeitsein-
lagerung und schließlich zum Tod führten. Auch die unterschiedlichen Wir-
kungen des Antiestrogens TAM auf dauer- bzw. spätexponierte Tiere bestä-
tigen, dass Zeitpunkt und -spanne des Einwirkens einer Substanz im Laufe 
der Entwicklung durchaus einen wesentlichen Einfluss auf die Art bzw. Stär-
ke der Substanzeffekte haben können. Sowohl dauerhaft als auch erst nach 
Abschluss der Metamorphose gegenüber TAM exponierte weibliche Tiere 
wiesen in aller Regel vergleichsweise unterentwickelte Ovarien auf. In Einzel-
fällen konnten jedoch auch weibliche Gonaden beobachtet werden, die trotz 
der bereits im larvalen Stadium einsetzenden, antiestrogenen Behandlung in 
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normalem Umfang ausgeprägt waren. Augenscheinlich waren die betreffen-
den Individuen frühzeitig in der Lage, sich an die Umstände der Exposition 
mit TAM in einer Weise zu adaptieren, die eine weitgehend unbeeinträchtigte 
Gonadenentwicklung zuließ. Eine solche Adaptation war in den Gruppen, die 
erst nach Abschluss der Metamorphose estrogenem Einfluss ausgesetzt wa-
ren, nicht zu erkennen. Die Fähigkeit, sich - wenn auch in geringem Umfang - 
an derartige Bedingungen anpassen zu können, scheint von Lebensstadium 
und Dauer der Exposition abhängig zu sein. 
Eine weitere Beobachtung lieferte Hinweise auf die vielfältigen Weisen, 
in denen sich die Wirkungen von EDs abbilden. Während Kaulquappen und 
juvenile Tiere des Krallenfrosches äußerlich hinsichtlich ihres Geschlechtes 
nicht zu differenzieren sind, zeigen adulte Xenopus einen gewissen Sexual-
dimorphismus. Ausgewachsene, weibliche Tiere sind gemeinhin größer und 
besitzen eine Ausstülpung der Kloake, die den kleineren, männlichen Tieren 
fehlt. Darüber hinaus sind bei männlichen Fröschen, die paarungsbereit sind, 
dunkel gefärbte Innenseiten der Vorderextremitäten zu erkennen. Diese se-
kundären Geschlechtsmerkmale treten unter natürlichen Bedingungen kurz 
vor oder mit Erreichen der Geschlechtsreife auf. Die Beobachtungen inner-
halb der vorliegenden Studie zeigen, dass die Ausbildung dieser Merkmale 
offensichtlich hormoneller Steuerung unterliegt. Behandlung mit E2 ließ die 
Tiere unabhängig vom gonadalen Geschlecht Kloakenfalten entwickeln, wäh-
rend die Exposition gegenüber Androgenen, insbesondere gegenüber MT, 
zu männlichen und weiblichen Individuen mit dunkel gefärbten Innenseiten 
der Vorderextremitäten führte. Daraus ist zu schließen, dass die Behandlung 
mit diesen Hormone im Umgebungsmedium unmittelbar und frühzeitig zur 
Ausbildung der entsprechenden sekundären Geschlechtsmerkmale geführt 
hat, ohne von den endogenen Hormonleveln entscheidend beeinflusst gewe-
sen zu sein. Offenbar wird die Entwicklung von Kloakenfalten und die dunkle 
Färbung der Vorderextremitäten durch die Gegenwart der entsprechenden 
Hormone ausgelöst, ohne einer komplexen Steuerung durch Rückkopp-
lungsprozesse oder spezifischen Verhältnissen von endogenen Steroiden 
zueinander zu unterliegen. 
Die fundiertesten Schlüsse auf eine beeinträchtigte Reproduktionsleis-
tung und verminderte Fertilität lassen die histologischen Untersuchungen zu. 
Die beobachteten Veränderungen im Gonadengewebe durch die Exposition 
gegenüber hormonell wirksamen Substanzen über mehrere Monate sind 
deutlich und z.T. von einer Schwere, die sich mit der Fortpflanzung auf natür-
lichem Niveau nicht vereinbaren lassen. So ist nicht davon auszugehen, dass 
von Minderwuchs im nachgewiesenen Ausmaß betroffene Oocyten fähig 
sind, die notwendigen Voraussetzungen für die Entwicklung eines Keimes 
nach erfolgter Befruchtung in ausreichendem Umfang bereit zu stellen. Auch 
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die erfolgreiche Befruchtung selbst ist in Frage zu stellen. Die gezeigten Ver-
änderungen in der Eistruktur lassen bezweifeln, dass ein komplexes Zu-
sammenspiel verschiedener Vorgänge, wie das Eindringen des Spermiums, 
die anschließende Blockade der Eihülle als Schutz gegenüber weiteren 
Spermien sowie die eigentliche Verschmelzung der haploiden Kerne in der 
notwendigen Qualität und Funktionalität statt finden kann. Neben solchen, 
unzureichend entwickelten Ovarien lassen Oocyten, die wie beobachtet Lä-
sionen innerhalb des Dotters aufweisen, eine Beeinträchtigung der Frucht-
barkeit vermuten. Es ist nicht auszuschließen, dass diese optische Auffällig-
keit auf Veränderungen in Zusammensetzung und Inhalt des Dotters zurück-
zuführen sind, welche relevante Konsequenzen auf die Reproduktionsleis-
tung nach sich ziehen. 
In männlichen Gonaden zeigten sich Abweichungen im Vergleich zu 
normal entwickeltem Hodengewebe in weniger stark ausgeprägter Form. Of-
fensichtliche und drastische Retardierungen in der Entwicklung waren nicht 
festzustellen, auch die Abweichungen im mikroskopischen Erscheinungsbild 
zwischen Referenztieren und behandelten Individuen waren moderat. Mögli-
cherweise ist dies als Hinweis auf eine geschlechtsspezifisch unterschiedli-
che Sensitivität in Amphibien gegenüber hormoneller Beeinflussung zu wer-
ten, die sich in Gewebeaberrationen manifestiert. Dennoch traten auch bei 
männlichen Tieren histologische Veränderungen auf, die auf eine Beeinflus-
sung der Fertilität aufgrund der Exposition der Frösche gegenüber EDs 
schließen lassen. Es waren Bereiche mit Gewebeläsionen zu beobachten, 
die auf funktionelle Beeinträchtigungen des Hodens hindeuten. Zwar besteht 
durchaus die Möglichkeit, dass die intakten Bereiche in der Lage sind, be-
fruchtungsfähige Spermien in einem Umfang bereit zu stellen, der für die er-
folgreiche Fortpflanzung ausreichend ist, jedoch kann keinesfalls ein Niveau 
erreicht werden, das vollständig der Reproduktionsleistung eines normal 
entwickelten, männlichen Tieres entspricht. Auch wenn sich dieser Effekt 
nicht signifikant quantifizieren lässt, ist von einer relevanten Auswirkung auf 
die Fertilität auszugehen. 
Es bleibt festzustellen, dass histologisch erkennbare Veränderungen 
und damit potenzielle Beeinträchtigungen des Reproduktionserfolgs in den 
Gonaden beider Geschlechter von EDs verschiedenster Wirkrichtungen her-
vorgerufen wurden. Sowohl estrogen, antiestrogen, androgen als auch anti-
androgen wirksame Substanzen führten in den Reproduktionsorganen zu 
Störungen, die negative Folgen auf die Fortpflanzung nach sich ziehen dürf-
ten. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass das fein justierte und balan-
cierte hormonelle System, das letztendlich den Erhalt der Art gewährleistet, 
aufgrund seiner komplexen Struktur nur unzureichend stabil und in vielfältiger 
Weise beeinflussbar ist. Verschiedenste Substanzen mit unterschiedlichen 
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Wirkmechanismen können sowohl bei vergleichsweise kurzfristiger als auch 
bei dauerhafter Exposition reproduktionsrelevante Folgen auf Amphibien 
nach sich ziehen. 
 
 
4.3 BIOMONITORING STARNBERG 
 
4.3.1 Exposition vor Ort 
 
Im Rahmen der Studien zum endokrinen Potenzial des Kläranlagenauslaufs 
in Starnberg wurden erstmals zwei amphibische Arten herangezogen, um die 
unmittelbare Belastung der Umwelt unter den örtlichen Bedingungen zu un-
tersuchen. Dadurch bot sich die Möglichkeit, neben der Anwendbarkeit von 
laborgenerierten Methoden auf Freilandverhältnisse zu prüfen, ob sich Er-
kenntnisse, die durch Verwendung des vermeintlich artifiziellen Modells Xe-
nopus laevis erhalten wurden, auf heimische Amphibienpopulationen über-
tragen lassen. 
Die über den gesamten Versuchszeitraum in unregelmäßigen Abstän-
den durchgeführte chemische Begleitanalytik zeigte eine insgesamt geringe 
Belastung der untersuchten Medien Würm und Kläranlagenauslauf mit estro-
gen wirksamen Substanzen. Eine Ausnahme bildete dabei der Beginn der 
experimentellen Phase, in der Alkylphenolkonzentrationen bis zu 1 mg/L in 
der Würm festgestellt werden konnten. Diese Kontamination der ursprünglich 
als unbelastetes Referenzmedium vorgesehenen Würm war auf eine Hoch-
wassersituation zurückzuführen, die über diesen Zeitraum in der Umgebung 
Starnbergs herrschte. Dieses Hochwasser hatte zur Folge, dass industrielle 
Abwässer ungeklärt in die Würm flossen und so für ein Expositionsregime 
sorgten, das die anzunehmenden Verhältnisse umkehrte. Die exponierten 
Tiere waren nunmehr im Würmwasser der höchsten xenoestrogenen Belast-
ung ausgesetzt, während der Anteil hormonell wirksamer Substanzen im 
Medium über den Ansatz mit der Mischung 1:12 (Abwasser/Würm) zum An-
satz 1:2 zurückging. Diesem Umstand war eine hohe Bedeutung beizumes-
sen, weil diese veränderten Bedingungen während eines Zeitraums herrsch-
ten, in der sich die exponierten Kaulquappen in den sensitiven Entwicklungs-
stadien der Sexualdifferenzierung befanden. Deshalb war zu vermuten, dass 
dieser Eintrag industrieller Abwässer in das Referenzmedium nachhaltige 
Auswirkungen auf die Ergebnisse des Experimentes haben würde. 
Durch die chemischen Begleitanalysen konnte nachgewiesen werden, 
dass zum Ende des Versuchszeitraumes andere Verhältnisse vorlagen. Ein 
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starker Rückgang des Alkylphenolvorkommens in der Würm resultierte in 
einer Expositionssituation, die für die Amphibien im Ansatz mit der Mischung 
1:2 (Abwasser/Würm) die höchste Belastung mit xenoestrogenen Wirkstoffen 
mit sich brachte, die über den Ansatz 1:12 hin zur Behandlung mit reinem 
Würmwasser abnahm. Bei diesen Bedingungen wurden die Proben für die 
RT-PCR- und die RARA-Experimente genommen. 
Die histologischen Untersuchungen der Gonadengewebe von Rana und 
Xenopus erbrachten die anhand der chemischen Analysen vermuteten Er-
gebnisse. Dabei waren in den Schnitten des Grasfrosches neben eindeutigen 
Testes und Ovarien auch Gonaden zu erkennen, die Anteile beider Gewebe-
typen aufwiesen. Das Auftreten solcher Hermaphroditen ist aufgrund der be-
sonderen geschlechtlichen Entwicklung von Rana, bei der das männliche 
Geschlecht zunächst über ein weibliches Anfangsstadium angelegt wird, das 
im weiteren Verlauf über Zwischenstadien mit Mischgonaden in einen Hoden 
übergeht, nicht außergewöhnlich. 
Im Gegensatz dazu führt die sexuelle Differenzierung von Xenopus un-
ter normalen Umständen direkt zu Testes oder Ovarien. Dennoch wurden in 
seltenen Fällen auch beim Krallenfrosch Gonaden gefunden, die sowohl 
männliche als auch weibliche Gewebeanteile aufwiesen. Die Mehrzahl dieser 
Fälle wurde in Individuen nachgewiesen, die gegenüber dem Wasser der 
Würm exponiert worden waren. Angesichts der Tatsache, dass in diesem 
Ansatz während der sensitiven Stadien der sexuellen Differenzierung die 
größte Belastung mit estrogen wirksamen Substanzen vorzufinden war, ist 
anzunehmen, dass der beobachtete Hermaphroditismus auf die Behandlung 
während der larvalen Entwicklung zurückzuführen ist. Der geringe Umfang, 
mit dem dieses Phänomen in Xenopus auftrat, spiegelt die insgesamt mode-
rate Belastungssituation am untersuchten Standort wider. 
Die auf Basis der histologischen Untersuchungen bestimmten Anteile 
an weiblichen und männlichen Tieren entsprechen den Verhältnissen, von 
denen aufgrund der durch die chemische Begleitanalytik charakterisierten 
Expositionssituation auszugehen war. In den sensitiven Phasen der sexuel-
len Differenzierung der untersuchten Amphibien war in dem vermeintlichen 
Referenzansatz Würm bedingt durch die vorliegende Hochwassersituation 
die größte estrogene Belastung zu verzeichnen. Diese lag in den Abwas-
ser/Würm-Mischungen gemäß der Verdünnungen in geringerem Umfang vor. 
Entsprechend trat der höchste Anteil weiblicher Tiere im vermeintlichen Kon-
trollansatz auf, während das geringere estrogene Potenzial der Mischungen 
zu einem im Vergleich zur Referenz niedrigeren Anteil weiblicher Tiere führ-
te. Die Ausprägung dieser Abnahme entspricht dem Grad der Mischung von 
Abwasser und Würm, der die Menge an estrogenartigen Inhaltsstoffen des 
Expositionsmediums bestimmte. Alle Behandlungen führten jedoch zu Ver-
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hältnissen der festgestellten Geschlechter in den exponierten Testpopulatio-
nen von Xenopus, die weniger männliche Tiere aufwiesen, als dies in unbe-
handelten Kontrollansätzen vergleichbarer Untersuchungen unter Laborbe-
dingungen der Fall ist. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass 
alle drei Arten der Exposition eine Verweiblichung der Tiere hervorgerufen 
haben. Diese Tendenz zur Verschiebung von Geschlechterverhältnissen 
durch die Behandlungen am Standort Starnberg schlägt sich jedoch nicht in 
signifikanten Unterschieden nieder. Dies ist neben der insgesamt mäßigen 
Belastungssituation auf die Tatsache zurückzuführen, dass ein echter unbe-
handelter Referenzansatz zum Vergleich fehlt. Die eigentlich für diesen 
Zweck vorgesehene Exposition mit Würmwasser zur Simulation natürlicher 
Verhältnisse hat sich durch die hochwasserbedingte Kontamination mit Al-
kylphenolen während der sensitiven Phase der amphibischen Geschlechts-
differenzierung als ungeeignet erwiesen. 
Die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Freilanduntersuchung hin-
sichtlich der Geschlechterverhältnisse ergibt sich aus dem Datenvergleich 
der parallel exponierten Spezies R. temporaria und X. laevis. Unter Berück-
sichtigung der besonderen sexuellen Differenzierung von R. temporaria, bei 
der sich männliche Gonaden ausgehend von einem weiblichen Anfangszu-
stand über verschiedene Intersexstadien in Testes entwickeln, müssen die 
auftretenden Hermaphroditen als (künftig) männliche Tiere gewertet werden. 
Die Gegenüberstellung der auf diese Weise interpretierten Geschlechterver-
hältnisse von R. temporaria mit denen von X. laevis offenbart hochgradige 
Übereinstimmungen in den Auswirkungen der Behandlungen auf die sexuelle 
Differenzierung der beiden Arten. Sowohl die Anteile von weiblichen und 
männlichen Tieren an den Testpopulationen der verschiedenen Expositions-
ansätze als auch die Unterschiede zwischen den Behandlungen sind für bei-
de Spezies annähernd deckungsgleich. Offensichtlich führen identische Ver-
suchsbedingungen für beide Arten zu übereinstimmenden Ergebnissen hin-
sichtlich der Beeinflussung der Geschlechtsentwicklung durch exogene Fak-
toren. Dies ist als sehr starkes Indiz auf die Zulässigkeit der Übertragung von 
Erkenntnissen, die auf der Basis des Studienmodells X. laevis gewonnen 
wurden, auf die amphibische Fauna in Mitteleuropa zu betrachten. 
Die Proben, die für die Untersuchungen im Radiorezeptorassay bzw. 
der Analyse von mRNA-Expression verschiedener Biomarker herangezogen 
wurden, wurden zu einem späten Zeitpunkt des Versuchsverlaufs entnom-
men. In dieser Phase ließ die chemische Begleitanalytik eine höhere estro-
gene Belastung im Abwasser und nicht, wie noch zu Beginn der Exposition, 
in der Würm erkennen. Die dadurch bedingten, unterschiedlichen Konzentra-
tionen an hormonell wirksamen Inhaltsstoffen in der Würm und den Abwas-
sermischungen bildeten sich in den Ergebnissen der Studien hinsichtlich des 
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Bindungspotenzials an den cytosolischen Estrogenrezeptor der Leber von 
Xenopus und der Expression spezifischer Biomarker in der Leber exponierter 
Individuen ab. 
Die Untersuchungen von Festphasenextrakten der Würm und des Ab-
wassers im Radiorezeptorassay zeigten, dass im Abwasser eine höhere Bin-
dungsfähigkeit als in der Würm vorlag. Die Erkenntnis, dass die Würm selbst 
ein gewisses Maß an Estrogenität aufweist, ist insofern bemerkenswert, als 
dass das als Referenz verwendete Medium damit eine Grundbelastung in 
sich trägt und damit auf die weite Verbreitung hormonell aktiver Substanzen  
auch in vermeintlich sauberen Gewässern hinweist. Beide Medien wiesen 
jedoch absolut eine recht geringe Kompetenz auf, den natürlichen Liganden 
vom Rezeptor zu verdrängen und lassen so den Schluss zu, dass zum un-
tersuchten Zeitpunkt nur ein niedriges Potenzial zur Beeinflussung des Hor-
monsystems der Amphibien vorlag. 
Diese Beurteilung wird von den RT-PCR-Studien bestätigt. Mit Aus-
nahme des verstärkten Auftretens von Vitellogenin-mRNA bei weiblichen Tie-
ren in der 1:2-Abwasser/Würm-Mischung wurden keine signifikanten Verän-
derungen in der Biomarkerexpression nachgewiesen. Weder die mRNA der 
Androgen- und Estrogenrezeptoren noch die des Retinol binding proteins 
unterlag durch die unterschiedlichen Behandlungen einer Änderung, die den 
Rahmen normaler physiologischer Variabilität übertraf. Aus diesem Befund 
ist zu schließen, dass die Vitellogeninexpression von Xenopus den sensitivs-
ten aller getesteten Biomarker zum Nachweis der estrogenen Wirksamkeit 
von Substanzen oder Substanzgemischen darstellt. Durch die niedrige Sig-
nalschwelle der Vitellogenininduktion im amphibischen Studienmodell sind 
demnach bereits geringe estrogene Potenziale nachweisbar. 
Darüber hinaus geht aus den Ergebnissen hervor, dass die Analyse der 
Biomarkerexpression im juvenilen Stadium von Xenopus keinesfalls geeignet 
ist, um als Summenparameter die gesamte Exposition gegenüber endokrin 
wirksamen Substanzen während der Entwicklung bis zu diesem Zeitpunkt zu 
erfassen. Die Methode ermöglicht lediglich eine aktuelle Momentaufnahme 
der Belastungssituation zum Zeitpunkt der Probennahme. Im Rahmen der 
vorliegenden Studie konnte durch die Untersuchung der Biomarkerexpressi-
on der Einfluss der Behandlungen auf die Tiere am Ende des Versuchszeit-
raums beurteilt werden. Eine Aussage über die Verhältnisse zu Beginn des 
Experiments, als durch das beschriebene Hochwasser die realen Expositi-
onsbedingungen im Gegensatz zu den erwarteten Verhältnissen standen, 
ließ die angewandte Technik nicht zu. 
Zusammenfassend lässt sich aus der Summe der Befunde von Histolo-
gie, den darauf basierenden Geschlechterverhältnissen von R. temporaria 
und X. laevis, den Untersuchungen zur Biomarkerexpression sowie den Re-
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zeptorbindungsstudien ableiten, dass vom Auslauf der kommunalen Kläran-
lage Starnberg eine moderate Belastung der amphibischen Umwelt hinsicht-
lich der Beeinflussung des endokrinen Systems durch Estrogene ausgeht. 
Normabweichende Veränderungen der untersuchten Parameter waren ledig-
lich in einem Umfang nachzuweisen, der nachhaltige, signifikante 
Beeinträchtigungen der Tiere auf individueller und Populationsebene unwahr-
scheinlich erscheinen lässt.  
 
 
4.3.2 Untersuchung von Extrakten in Bioassays 
 
Aufgrund des enormen Aufwandes und der Unwägbarkeiten, die Freilandun-
tersuchungen mit sich bringen, wäre eine Alternativmethodik, die eine ver-
lässliche Beurteilung der Verhältnisse vor Ort durch übertragbare Laborstu-
dien ermöglicht, zu begrüßen. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit der Versuch unternommen, durch die Verwendung von Extrakten, in 
denen die lipophilen Bestandteile natürlicher Medien durch Festphasenex-
traktion angereichert worden waren, einen Beitrag zur Etablierung einer sol-
chen Alternativmethode zu leisten. Zu diesem Zweck wurden Extrakte des 
Auslaufs der Kläranlage Starnberg sowie der Würm für Untersuchungen 
in vivo und in vitro unter Verwendung des Studienmodells X. laevis einge-
setzt. 
Die Auswertung der Anteile von weiblichen und männlichen Tieren an 
den Testpopulationen, die gegenüber den Extrakten exponiert wurden, er-
brachte für die parallel mitgeführten Kontrollansätze die erwarteten Ergebnis-
se. Die Behandlung mit dem Extrakt des synthetischen Hälterungsmediums 
für Kauquappen hatte keinen Effekt auf die sexuelle Differenzierung und 
mündete in einer gleichmäßigen Verteilung der Geschlechter. Damit konnte 
gezeigt werden, dass die Extraktion selbst ohne Wirkung blieb und auftreten-
de Unterschiede in den Geschlechterverhältnissen ausschließlich auf die In-
haltsstoffe der zu Grunde liegenden Medien zurückzuführen waren. Methodi-
sche Einflüsse auf das Ergebnis waren aus diesem Grund auszuschliessen. 
Zwei Ansätze mit E2-Behandlung erbrachten eine signifikante und in ihrer 
Deutlichkeit mit den eingesetzten Konzentrationen korrelierende Erhöhung 
des Anteils weiblicher Tiere und damit den Nachweis, dass unter den ge-
wählten Bedingungen die Beeinflussung des Geschlechterverhältnisses 
durch exogene Faktoren möglich war. 
Die Exposition gegenüber den Extrakten der natürlichen Medien hatte 
Anteile weiblicher Tiere innerhalb der behandelten Gruppen zur Folge, die 
sowohl im Ansatz der Würm als auch in den Mischungen deutlich höher wa-
ren als in der mitgeführten Referenz, ohne jedoch signifikantes Niveau zu 
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erreichen. Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass in allen Extrakten 
in gewissem Umfang estrogen wirksame Inhaltsstoffe vorhanden waren, die 
diese Tendenz hervorgerufen haben. Gestützt wird diese Annahme von der 
Tatsache, dass nach Behandlung mit dem höher konzentrierten Abwasseran-
teil mehr weibliche Tiere zu beobachten waren, als dies in der niedrigeren 
Abwasserkonzentration bzw. der Würmprobe der Fall war. Nach den durch 
Biomarker- und Rezeptorbindungsstudien erhaltenen Erkenntnissen aus der 
Freilandstudie vor Ort war davon auszugehen, dass das Abwasser im Ver-
gleich zur Würm eine höhere Fracht an estrogen wirksamen Stoffen trägt. 
Diese Annahme wurde durch die ermittelten Geschlechterverhältnisse bestä-
tigt. 
Der Vergleich der Ergebnisse aus Freiland- und Laborstudie zeigt zu-
nächst große Differenzen in den resultierenden Geschlechterverhältnissen 
bei Behandlung mit Medien identischer Herkunft. Während in der Würm vor 
Ort der höchste Anteil weiblicher Tiere zu beobachten war, wurde im Labor-
experiment für den entsprechenden Extrakt der geringste Weibchenanteil 
ermittelt. Gleichsam gegensätzlich stellten sich die Ergebnisse in Freiland 
und Labor für die beiden Mischungen von Würm und Abwasser dar. Dieser 
scheinbare Widerspruch erklärt sich durch die unterschiedlichen Verhältnis-
se, die durch die jeweiligen Expositionen repräsentiert wurden. Während die 
Probennahme für die Herstellung der im Labor verwendeten Extrakte zu ei-
nem Zeitpunkt erfolgte, der den normalen Umständen an der Kläranlage 
Starnberg entsprach, fand die Exposition vor Ort in einer Ausnahmesituation 
statt. Der hochwasserbedingte Eintrag industrieller Abwässer in die Würm 
hatte außergewöhnliche Bedingungen zur Folge, unter denen die stärkste 
estrogene Belastung im vermeintlichen Referenzmedium zu finden war und 
die Mischungen von Abwasser und Würm eine entsprechend geringere Men-
ge an hormonell wirksamen Inhaltsstoffen mit sich führten. Diesen Aspekt 
berücksichtigend unterstreichen die Ergebnisse die besondere Eignung von 
X. laevis zur Beurteilung endokriner Effekte in vivo. Unabhängig davon, ob in 
Freiland oder Labor gearbeitet wird, zeigen die ermittelten Geschlechterver-
hältnisse verlässlich sowohl eine estrogene Gesamttendenz als auch die re-
lative Estrogenität der untersuchten Medien im Vergleich zueinander an. 
Im Rahmen der Untersuchungen zur Biomarkerexpression in den Le-
bern kurzfristig gegenüber den Extrakten natürlicher Medien exponierter Tie-
re konnten keine signifikanten Veränderungen in der Genaktivität der ent-
sprechenden Biomarker durch die Behandlungen festgestellt werden. Zwei, 
als Positivkontrollen mitgeführte, Parallelansätze mit unterschiedlichen E2-
Konzentrationen riefen hochsignifikante Steigerungen der Vitellogenin-
expression hervor, deren Beträge sich entsprechend der Höhe der eingesetz-
ten Konzentrationen unterschieden. Die enorme Induktion der Vitellogenin-
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mRNA innerhalb einer vergleichsweise kurzen Zeitspanne, die in diesem Ex-
periment vor allem in weiblichen Tieren gezeigt wurde, bietet die Chance zur 
Entwicklung einer effektiven und schnellen Screening-Methode, um estroge-
nes Potenzial von Stoffen zu erfassen. Mit Hilfe der vorgestellten Methode 
können innerhalb kurzer Zeit und mit vertretbarem Aufwand eine Vielzahl von 
Substanzen oder Substanzgemischen hinsichtlich ihrer vermeintlichen estro-
genen Wirkung auf Amphibien untersucht werden. Darüber hinaus bietet die 
Einbeziehung weiterer Biomarker neben Vitellogenin die Möglichkeit, das 
Spektrum endokriner Wirkungen, das durch dieses Screening beurteilt wer-
den kann, deutlich zu erweitern und damit eine Methode zu generieren, mit 
der sich vielfältige Hinweise auf Art und Umfang der hormonellen Aktivität 
einer Substanz erhalten lassen. 
Die Radiorezeptor Assay Studien, die durchgeführt wurden, um das 
Bindungspotenzial der lipophilen Inhaltsstoffe der natürlichen Medien an den 
Estrogenrezeptor zu erfassen, bestätigen die Erkenntnisse aus den Experi-
menten in vivo. Die Abwasserprobe zeigte ein vergleichsweise hohes Ver-
mögen, den natürlichen Liganden E2 vom Rezeptor zu verdrängen und über 
diesen Mechanismus estrogene Wirkung zu entfalten. Der in diesem Experi-
ment ermittelte Wert unterscheidet sich von dem Resultat, das im Rahmen 
der Studie vor Ort erhalten wurde. Daraus ist zu schließen, dass der Umfang, 
in dem estrogen wirksame Stoffe aus der Kläranlage entlassen werden, nicht 
konstant ist, sondern Schwankungen unterliegt. Die Frage, ob diese Unter-
schiede einer Rhythmik unterliegen, wirft interessante Forschungsansätze 
mit relevantem Inhalt auf, denn abhängig von der Art der Rhythmik ließen 
sich funktionale Konsequenzen ableiten. Die Kenntnis tageszeitlicher oder 
saisonaler Muster im Belastungsszenario ist von grundlegender Bedeutung 
für ergänzende Ansätze in der Abwasseraufbereitung, die eine weitere Stei-
gerung der Wasserqualität und damit Verringerung der Umweltbelastung er-
möglichen. 
Auch die Bindungspotenziale, die für die Würm in der Freiland- und der 
Laborstudie bestimmt wurden, unterscheiden sich. Während im erstgenann-
ten Experiment bindungsfähige Inhaltsstoffe enthalten waren, konnten diese 
in dem für die Laborstudie hergestellten Extrakt nicht nachgewiesen werden. 
Es ist davon auszugehen, dass sich hier die Folgen der bereits dargestellten 
Hochwassersituation widerspiegeln, die zu Beginn der Freilandstudie für ei-
nen Eintrag industrieller Abwässer in die Würm verantwortlich war. Zwar war 
dieser Einfluss am Ende der Studie weitestgehend abgeklungen, wie die 
chemische Begleitanalytik bestätigt, doch sind die Nachwirkungen dieses 
Ereignisses in den Ergebnissen des Radiorezeptor Assay in Spuren wieder 
zu finden. Der in deutlichem Zeitabstand analysierte Extrakt für die Laborstu-
die zeigt, dass dieses Vorkommnis ohne dauerhafte Wirkung geblieben ist 
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und die Würm zum Zeitpunkt der Zweitstudie als hormonell unbelastetes 
Gewässer angesehen werden kann. Dies bestätigt, dass auch für natürliche 
Gewässer auf Grund einer Einzeluntersuchung keine generelle Aussage zur 
Belastungssituation gemacht werden kann und ebenfalls saisonale Einflüsse 
Berücksichtigung finden müssen. 
Überraschenderweise wurde im Extrakt des Kaulquappenmediums, das 
für die Laborstudien eingesetzt wurde, eine – wenn auch sehr geringe – Bin-
dungsfähigkeit von Inhaltsstoffen an den Estrogenrezeptor festgestellt. Eine 
tatsächliche Existenz estrogenen Potenzials muss auf Grund der Zusam-
mensetzung des Mediums, das lediglich aus hochreinem Wasser sowie Sal-
zen und Mineralstoffen besteht und der Tatsache, dass keine der unter Ver-
wendung dieses Mediums durchgeführten Studien eine vergleichbare Vermu-
tung begründet, ausgeschlossen werden. Es ist jedoch denkbar, dass hier 
die Art der Aufarbeitung Einfluss genommen hat. Der Wunsch, mit den ge-
wonnen Extrakten sowohl in vivo- als auch Rezeptorbindungsstudien verglei-
chend durchführen zu können, machte die Verwendung von 200 L ursprüng-
lichen Mediums notwendig. Um dieses große Volumen bewältigen zu kön-
nen, wurden zur Extraktion Kunststoffsäulen benutzt, die in größerem Maß-
stab erhältlich sind, als dies für Glassäulen der Fall ist. Es ist nicht auszu-
schließen, dass dieser Kunststoff Weichmacher mit estrogener Wirkung ent-
hält, die im Lauf der Extraktion in geringem Umfang in das Medium dif-
fundierten und damit den scheinbaren Nachweis von estrogener Potenz des 
Kaulquappenmediums verursachten. Um diesen möglichen Effekt auszu-
schließen, ist bei künftigen Untersuchungen dieser Art darauf zu achten, 
ausschließlich Materialien aus Glas zu verwenden. Dies war bei den Extrak-
tionen, die die Freilandstudie begleiteten, der Fall. Darüber hinaus war die 
Verweilzeit der Medien innerhalb der Säulen auf Grund des geringeren Vo-
lumens in diesen Ansätzen deutlich kürzer, weswegen ein Einfluss des be-
schriebenen Effektes auf die Ergebnisse der ersten Radio Rezeptor Assays 
ausgeschlossen werden kann. 
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4.4 AUSBLICK 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Hypothese zur sexuel-
len Differenzierung bei Amphibien erstellt. Im Zentrum dieser Hypothese 
steht als auslösendes Moment der geschlechtlichen Entwicklung die gene-
tisch bedingt unterschiedliche Expression der 5α-Reduktase. Dieses Enzym 
ist für die Umwandlung von Testosteron in das potentere Dihydrotestosteron 
verantwortlich und hat damit entscheidenden Einfluss auf das Verhältnis, in 
welchem androgene zu estrogenen Sexualsteroiden im larvalen Tier vorlie-
gen. Die Entwicklung zum weiblichen oder männlichen Frosch scheint von 
dieser Relation bestimmt zu werden. 
Um die Richtigkeit der vorgestellten Hypothese zu überprüfen und ins-
besondere zu klären, ob die 5α-Reduktase tatsächlich die zentrale Rolle in 
der sexuellen Differenzierung der Amphibien einnimmt, sind eingehende 
Studien dieses Enzyms erforderlich. So sollte in einer grundlegenden Analy-
se untersucht werden, wann und in welcher Ausprägung die 5α-Reduktase 
im normalen Entwicklungsverlauf von Amphibien auftritt. Analog zu dem in 
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Vorgehen für die Untersuchung der 
Rezeptoren der Sexualsteroide während der Larvalentwicklung wäre die RT-
PCR-Technik als geeignete Methode vorzuschlagen. 
Darüber hinaus ist davon auszugehen, dass die Konsequenzen einer 
gezielten Manipulation der Aktivität und / oder des Vorkommens der 5α-
Reduktase während der geschlechtlichen Entwicklung wertvolle Hinweise auf 
die Funktion und Bedeutung des Enzyms für die sexuelle Differenzierung 
liefern würden. Eine Verringerung der Enzymaktivität durch die Gegenwart 
eines spezifischen Inhibitors sollte gemäß der diskutierten Hypothese zu ei-
nem deutlich erhöhten Anteil weiblicher Tiere im entsprechend behandelten 
Ansatz führen. Dagegen ist zu erwarten, dass eine erhöhte Funktionalität der 
5α-Reduktase durch exogene Zugabe über das Umgebungsmedium in einer 
zunehmenden Menge männlicher Tiere resultiert. Solche Untersuchungen, 
die über den Beitrag, den die 5α-Reduktase zur geschlechtlichen Entwick-
lung von Amphibien leistet, Aufschluss geben, sind von hohem Interesse. Für 
die Verifizierung der vorgestellten Hypothese oder möglicherweise zur Erar-
beitung von Erkenntnissen, die eine Modifikation dieser grundlegenden An-
nahme nötig machen, sind diese Studien unerlässlich. 
Im anwendungsbezogenen Teil der vorliegenden Arbeit wurde das zur 
Untersuchung von EDs bereits etablierte Studienmodell Xenopus laevis um 
einige Aspekte erweitert. Die Tatsache, dass die Induktion von Vitellogenin in 
der Leber juveniler Tieren bereits nach kurzfristiger Exposition gegenüber 
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estrogen wirksamen Substanzen nachweisbar ist, lässt vermuten, dass auf 
dieser Basis die Etablierung eines raschen Tests auf Estrogenität möglich ist. 
Ein solches Screeningverfahren wäre in der Lage, auf eine vergleichsweise 
schnelle und wirtschaftliche Art das Potenzial einer Substanz oder eines 
Substanzgemisches anzuzeigen, mit dem diese das Hormonsystem durch 
estrogene Interaktion zu beeinflussen kann. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass sich der Krallenfrosch über La-
borstudien hinaus auch für Untersuchungen eignet, die es erlauben, die Be-
lastung der Umwelt durch hormonell aktive Substanzen am Ort der Kontami-
nation zu beurteilen. Die Übertragbarkeit der durch dieses System ermittelten 
Daten auf die heimische Situation scheint durch den erfolgten Vergleich mit 
Ergebnissen, die unter Verwendung von Rana temporaria erstellt wurden, 
gesichert. Xenopus bietet damit eine große Vielfalt an Möglichkeiten, die en-
dokrine Wirkung von Substanzen und Substanzgemischen auf verschiede-
nen Nachweisebenen zu untersuchen. Die Verwendung von Extrakten zu 
untersuchender Medien bietet darüber hinaus den Vorteil, den hohen Auf-
wand von Freilanduntersuchungen zu reduzieren und komplexe natürliche 
Mischungen unter standardisierten Bedingungen im Labor analysieren zu 
können. Es wäre wünschenswert, diese Palette an in vitro- und in vivo-
Methoden ausgehend vom hier vorgestellten Ansatz in weiteren, kombinier-
ten Labor- und Freilandstudien anzuwenden, um eine breitere Datenbasis zu 
erhalten sowie das Modellsystem Xenopus weiter zu entwickeln und zu prä-
zisieren. Auf diese Weise ließe sich eine praktikable und sensitive Grundlage 
zum Aufbau eines validen Testsystem erarbeiten, das die verlässliche Beur-
teilung der relevanten Gefährdung, die von EDs auf die amphibische Umwelt 
ausgeht, zulässt. 
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